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Abstrakt 
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 Ġkolitel: RNDr. Miloslav Mach§ļek, Ph.D.  

N§zev disertaļn² pr§ce: Studium fotodynamick® aktivity novĨch fotosensitiz®rŢ za pouģit² 2D a 3D 

n§dorovĨch modelŢ 

N§dorov§ onemocnŊn² pŚedstavuj² jednu z nejz§vaģnŊjġ²ch vĨzev souļasn® medic²ny a navzdory 

pokroku v chemoterapii, radioterapii ļi imunoterapii zŢst§v§ potŚeba vĨvoje terapi², kter® jsou 

selektivn², m®nŊ toxick® a schopn® pŚekonat rezistenci n§dorovĨch bunŊk. Fotodynamick§ terapie 

(PDT) patŚ² mezi takov® pŚ²stupy: jde o perspektivn² a minim§lnŊ invazivn² metodu. PDT vyuģ²v§ 

svŊtlem aktivovan§ l®ļiva ï fotosensitiz®ry (PS) ï k produkci cytotoxickĨch reaktivn²ch forem kysl²ku. 

ĐspŊch PDT vġak z§sadnŊ z§vis² na struktuŚe a fotofyzik§ln²ch vlastnostech PS, a jeho intracelul§rn² 

lokalizaci a schopnosti pronikat do n§dorov® tk§nŊ, pŚ²padnŊ na moģnostech jeho c²len®ho doruļen².  

Tato disertaļn² pr§ce se proto zamŊŚuje na komplexn² studium novĨch PS ze skupiny porfyrinoidŢ a 

BODIPY deriv§tŢ, vļetnŊ tvorby komplexŢ PS s kukurbit[7]urilem (CB[7]) pomoc² supramolekul§rn² 

interakce. Byla hodnocena mj. fotodynamick§ aktivita, lokalizace v buŔce a typ bunŊļn® smrti. C²lem 

bylo rovnŊģ vytvoŚit 3D bunŊļnĨ model, kterĨ vŊrnŊji napodobuje strukturu a mikroprostŚed² solidn²ch 

n§dorŢ a poskytuje tak relevantnŊjġ² a spolehlivŊjġ² platformu pro hodnocen² ¼ļinnosti novĨch PS.  

Supramolekul§rn² interakce s CB[7] vede k ¼pln® monomerizaci ve vodn®m prostŚed² a zlepġen² 

fotofyzik§ln²ch parametrŢ, souļasnŊ vġak sniģuje bunŊļnou internalizaci a t²m i fotodynamickou 

¼ļinnost vŊtġiny komplexŢ s ftalocyaniny. Naopak u BODIPY deriv§tŢ vedla tato komplexace ke 

zvĨġen² fotodynamick® aktivity, zejm®na u slouļenin s jedn²m aminoadamantylovĨm substituentem.  

Souļ§st² pr§ce byla tak® rozs§hl§ komparativn² studie v²ce neģ ļtyŚiceti ftalocyaninŢ studovanĨch za 

identickĨch podm²nek. Ta potvrdila, ģe nej¼ļinnŊjġ²mi PS jsou axi§lnŊ substituovan® kŚemiļit® a 

kationick® zineļnat® deriv§ty s objemnĨmi perifern²mi substituenty, kter® zabraŔuj² agregaci. 

Lokalizace v buŔk§ch napŚ²ļ vġemi studovanĨmi PS demonstrovala pŚev§ģnŊ akumulaci v lyzozomech, 



zat²mco lipofilnŊjġ² nebo axi§lnŊ substituovan® deriv§ty byly nach§zeny tak® v cytoplazmatick® 

membr§nŊ ļi v mitochondri²ch. 

VĨznamn§ ļ§st pr§ce byla vŊnov§na fotochemick® internalizaci (PCI), kter§ pŚedstavuje svŊtlem 

Ś²zenou metodu umoģŔuj²c² c²len® uvolnŊn² terapeutickĨch l§tek z endozomŢ do cytosolu. Tento pŚ²stup 

pŚekon§v§ lyzozom§ln² degradaci biologicky aktivn²ch molekul a vĨraznŊ zvyġuje jejich ¼ļinnost, coģ 

z PCI ļin² cennĨ terapeutickĨ pŚ²stup. Fotoimunokonjug§t EITC-atezolizumab vykazoval vĨraznŊ 

zvĨġenou fototoxicitu selektivnŊ u bunŊk s vysokou expres² PD-L1 a konfok§ln² mikroskopie prok§zala 

jeho ļasovŊ z§vislou internalizaci pŚes bunŊļnou membr§nu do lyzozomŢ. PCI s imunotoxinem 

anti-PD-L1-SAP eliminovala buŔky karcinomu plic s vysokou expres² PD-L1 jiģ pŚi pikomol§rn²ch 

koncentrac²ch.  

C²lem bylo tak® zav®st a optimalizovat 3D sf®roidn² n§dorov® modely, pŚedevġ²m pak ty heterotypick® 

(odvozen® od n§dorovĨch a endotelovĨch bunŊk a fibroblastŢ), kter® l®pe napodobuj² n§dorov® 

mikroprostŚed². Tyto modely byly vyuģity k testov§n² ¼ļinnosti n§mi studovanĨch PS a vykazovaly 

menġ² citlivost v porovn§n² s jejich ekvivalenty v monovrstvŊ. Hodnocen² cytotoxicity uk§zalo, ģe velmi 

n²zk® koncentrace PS ¼ļinn® na monovrstv§ch nevedou po oz§Śen² u sf®roidŢ ke sn²ģen² 

ģivotaschopnosti, a je tedy nutn® ke stejn®mu efektu pouģ²t vyġġ² d§vky. Distribuce PS ve sf®roidu byla 

sledov§na v tk§ŔovĨch Śezech pomoc² konfok§ln² mikroskopie. Pro testov§n² bezpeļnosti PS, kter§ maj² 

potenci§l bĨt vyuģity v antimikrobi§ln² PDT, byl vytvoŚen 3D derm§ln² ekvivalent sloģenĨ z fibroblastŢ 

a HUVEC bunŊk v extracelul§rn² matrix.  
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Title of doctoral study: Investigation of photodynamic activity of novel photosensitizers using 2D and 

3D tumor models  

Cancer remains one of the most serious challenges in modern medicine, and despite advances in 

chemotherapy, radiotherapy, and immunotherapy, there remains a need to develop therapies that are 

selective, less toxic, and capable of overcoming tumor cell resistance. One of such methods is 

photodynamic therapy (PDT), a promising minimally invasive approach. PDT uses light-activated drugs 

(so called photosensitizers, PS) to produce cytotoxic reactive oxygen species. However, the success of 

PDT depends fundamentally on the structure and photophysical properties of the PS, its intracellular 

localization and ability to penetrate tumor tissue, and the possibilities for its targeted delivery.  

Therefore, this dissertation thesis focuses on a comprehensive study of new porphyrinoid- and BODIPY-

based derivatives, including the formation of PS complexes with cucurbit[7]uril (CB[7]) using 

supramolecular interaction. Among other things, photodynamic activity, localization in the cell, and type 

of cell death were evaluated. The aim was also to create a 3D cell model that more accurately mimics 

the structure and microenvironment of solid tumors, thus providing a more relevant and reliable platform 

for evaluating the efficacy of new PSs.  

Supramolecular interaction with CB[7] leads to complete monomerization in an aqueous environment 

and improvement of photophysical parameters, but at the same time reduces cell internalization and thus 

the photodynamic efficacy of most complexes with phthalocyanines. In contrast, complexation with 

BODIPY derivatives led to an increase in photodynamic activity, especially with compounds bearing 

single aminoadamantyl moiety.   

The work also included an extensive comparative study of more than forty phthalocyanines studied 

under identical conditions. This confirmed that the most effective PSs are axially substituted silicon and 

cationic zinc derivatives with bulky peripheral substituents that prevent aggregation. Localization in 



cells across all studied PSs demonstrated predominant accumulation in lysosomes, while more lipophilic 

or axially substituted derivatives were found also in the cytoplasmic membrane or mitochondria. 

A major part of the work was focused on photochemical internalization (PCI), which is a light-controlled 

approach that enables the targeted release of therapeutic agents from endosomes into the cytosol. This 

approach overcomes the lysosomal degradation of biologically active molecules and significantly 

increases their efficacy, making PCI a valuable therapeutic approach. The photoimmunoconjugate 

EITC-atezolizumab showed significantly increased phototoxicity selectively in cells with high PD-L1 

expression. Confocal microscopy demonstrated its time-dependent internalization across the cell 

membrane into lysosomes. PCI with the anti-PD-L1-SAP immunotoxin eliminated lung cancer cells 

with high PD-L1 expression even at picomolar concentrations. 

The aim was also to establish and optimize 3D spheroid tumor models, particularly heterotypic ones 

(composed of tumor cells, endothelial cells, and fibroblasts), which better mimic the tumor 

microenvironment. These models were used to evaluate the efficacy of the photosensitizers studied in 

this work and showed lower sensitivity compared with their monolayer equivalents. Cytotoxicity 

assessment revealed that very low PS concentrations effective in monolayers did not reduce viability in 

spheroids after irradiation. Therefore, higher doses were needed to achieve comparable effect. The 

distribution of PS within the spheroid was examined in tissue sections using confocal microscopy. To 

assess the safety of PSs with potential applications in antimicrobial PDT, a 3D dermal equivalent 

composed of fibroblasts and HUVECs embedded in an extracellular matrix was developed.
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2 Đvod 

N§dorov§ onemocnŊn² zŢst§vaj² jednou z hlavn²ch pŚ²ļin ¼mrtnosti na cel®m svŊtŊ a navzdory 

vĨznamn®mu pokroku v chirurgii, radioterapii, chemoterapii a imunoterapii ģ§dnĨ jednotlivĨ l®ļebn§ 

pŚ²stup neposkytuje ¼plnou eradikaci n§dorovĨch onemocnŊn².  Jedn²m z hlavn²ch probl®mŢ v onkologii 

je vznik l®kov® rezistence, kter§ omezuje dlouhodobou ¼ļinnost konvenļn²ch chemoterapi² a pŚisp²v§ k 

relapsu a progresi onemocnŊn². Mechanismy rezistence zahrnuj² genetick® mutace, epigenetick® zmŊny 

a adaptivn² zmŊny v n§dorov®m mikroprostŚed², coģ zdŢrazŔuje nal®havou potŚebu novĨch 

terapeutickĨch strategi² a zlepġenĨch preklinickĨch modelŢ pro hodnocen² novĨch protin§dorovĨch 

l§tek (Liu et al., 2024). 

Mezi inovativn²mi terapeutickĨmi strategiemi si fotodynamick§ terapie (PDT) z²skala uzn§n² jako 

minim§lnŊ invazivn² pŚ²stup, kterĨ kombinuje fotosensitiz®r, svŊtlo o specifick® vlnov® d®lce a 

molekul§rn² kysl²k k indukci cytotoxickĨch reaktivn²ch forem kysl²ku v n§dorovĨch buŔk§ch. PDT je 

ļasto oznaļov§na jako Ăļtvrt§ metodañ l®ļby n§dorŢ, doplŔuj²c² chirurgii, radioterapii a chemoterapii 

(Jerjes et al., 2020, Jerjes, 2023). DŢleģit® je, ģe PDT nejen pŚ²mo usmrcuje n§dorov® buŔky, ale tak® 

stimuluje syst®mov® protin§dorov® imunitn² odpovŊdi, coģ z n² ļin² univerz§ln² platformu pro 

kombinovan® terapie (Selbo and Korbelik, 2025). Nicm®nŊ byla zaznamen§na i rezistence vŢļi PDT, 

zpŢsoben§ faktory, jako je zmŊnŊnĨ pŚ²jem PS, hypoxie a zvĨġen§ antioxidaļn² obrana (DŃbrowska et 

al., 2024). 

K pŚekon§n² omezen² lyzozom§ln² degradace pŚi c²len®m dod§v§n² l®ļiv se jako vylepġen² PDT objevila 

fotochemick§ internalizace (PCI). PCI vyuģ²v§ stejn® fotochemick® principy, ale je specificky navrģena 

k uvolnŊn² makromolekul§rn²ch l®ļiv, jako jsou imunotoxiny nebo cytostatika, z endolyzozom§ln²ch 

v§ļkŢ do cytosolu, ļ²mģ zvyġuje jejich biologickou dostupnost a cytotoxickĨ potenci§l. Tato technologie 

slibuje Śeġen² mechanismŢ rezistence t²m, ģe zajiġŠuje ¼ļinnou internalizaci jinak ġpatnŊ vnitrobunŊļnŊ 

dostupnĨch l§tek (Jerjes, 2023). 

ParalelnŊ s terapeutickĨmi inovacemi z§sadnŊ promŊnil preklinickĨ vĨzkum rozvoj trojrozmŊrnĨch 

(3D) n§dorovĨch bunŊļnĨch modelŢ. Na rozd²l od konvenļn²ch dvourozmŊrnĨch kultur (monovrstvy) 

dok§ģou 3D modely, jako jsou sf®roidy ļi organoidy, l®pe napodobit architekturu, heterogenitu a 

n§dorov® mikroprostŚed² solidn²ch novotvarŢ. Tyto modely poskytuj² (pato)fyziologicky relevantnŊjġ² 

vhled do penetrace l®ļiv, vzniku rezistence a imunitn²ch interakc², a t²m slouģ² jako nadŚazen® platformy 

pro hodnocen² ¼ļinnosti PDT a PCI (Nkune et al., 2021, Manduca et al., 2023).  

PŚetrv§vaj²c² probl®m l®kov® rezistence v onkologick® terapii st§le vyģaduje hled§n² novĨch 

terapeutickĨch pŚ²stupŢ, c²lŢ a novĨch terapeutik, stejnŊ jako pokroļilĨch experiment§ln²ch modelŢ 

k jejich preklinick®mu hodnocen². PDT a PCI pŚedstavuj² slibn® svŊtlem Ś²zen® strategie schopn® zvĨġit 

terapeutickou ¼ļinnost, zat²mco 3D n§dorov® modely nab²zej² robustn² syst®my pro preklinick® 
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testov§n² l®ļiv. SpoleļnŊ mohou tyto pŚ²stupy pŚispŊt k rozvoji novĨch terapi², kter® pŚekonaj² souļasn§ 

omezen² a rozġ²Ś² terapeutick® okno protin§dorovĨch l®ļiv. 
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3 Teoretick§ ļ§st 

3.1 Fotodynamick§ terapie (PDT) 

3.1.1 HistorickĨ vhled do fotodynamick® terapie 

Fotodynamick§ terapie (PDT) pŚedstavuje modern² terapeutickĨ pŚ²stup vyuģ²vanĨ k l®ļbŊ malign²ch i 

nemalign²ch onemocnŊn². PŚesto m§ l®ļba svŊtlem hlubok® historick® koŚeny. Jiģ ve starovŊku byla 

helioterapie bŊģnŊ pouģ²v§na v řecku a EgyptŊ k terapii koģn²ch onemocnŊn², jako jsou psori§za, 

vitiligo ļi n§dory kŢģe. Historick® prameny zmiŔuj² tak® kombinaci svŊteln® terapie s aplikac² vĨtaģkŢ 

l®ļivĨch rostlin. EgypŠan® k tomuto ¼ļelu stavŊli chr§my bez stŚech, aby maximalizovali expozici 

sluneļn²mu z§Śen². Ve starovŊk®m Śeck®m mŊstŊ Heliopolis, zn§m®m jako ĂmŊsto slunceñ, byly svŊteln® 

m²stnosti a l®ļebn® chr§my navrģeny tak, aby vyuģ²valy l®ļebn®ho potenci§lu svŊtla (Aebisher et al., 

2024a, Correia et al., 2021a). 

Z§klady modern² PDT byly poloģeny na zaļ§tku 20. stolet², kdy Oscar Raab zkoumal ¼ļinky 

akridinovĨch slouļenin na trepk§ch (Paramecium sp.). BŊhem experimentŢ si vġiml, ģe toxicita akridinŢ 

je vĨraznŊ vyġġ² za sluneļnĨch dnŢ neģ pŚi zataģen® obloze ļi za bouŚky. Na z§kladŊ tŊchto pozorov§n² 

formuloval hypot®zu, ģe akridin je aktivov§n svŊtlem, ļ²mģ se jeho biologick§ ¼ļinnost vĨraznŊ zvyġuje. 

Rozvoj fotodynamick® terapie v modern²m slova smyslu nastal v 60. letech 20. stolet². V tomto obdob² 

se zaļal pouģ²vat deriv§t hematoporfyrinu (HpD), pŚiļemģ Thomas Dougherty prok§zal jeho schopnost 

zastavit rŢst prsn²ho n§doru u myġ²ch modelŢ pŚi oz§Śen² ļervenĨm svŊtlem. N§slednou purifikac² HpD 

vznikl porfimer sodnĨ (komerļnŊ zn§mĨ jako PhotofrinÈ), kterĨ byl poprv® schv§len v roce 1993 

v KanadŊ a n§slednŊ v roce 1995 schv§len americkou FDA pro l®ļbu rakoviny. Porfimer sodnĨ si udrģel 

vĨznamn® postaven² v klinick® praxi, nicm®nŊ vykazuje tak® celou Śadu nevĨhod ï zejm®na 

dlouhodobou fotosenzitivitu kŢģe a m®nŊ vhodn® fotofyzik§ln² vlastnosti, vļetnŊ n²zk® absorpce 

v ļerven® oblasti svŊtla, ale silnŊ absorbuje v modr® (480 nm) a zelen® (510 nm) oblasti z§Śen². Tyto 

limity vedly k intenzivn²mu vĨvoji novĨch fotosenzitiz®rŢ s c²lem zlepġit jejich fotofyzik§ln² 

charakteristiky, biologickou kompatibilitu a selektivitu pro n§dorov® tk§nŊ (Ackroyd et al., 2001, 

Aebisher et al., 2024c). 

3.1.2 Princip a mechanismus fotodynamick® terapie 

PDT pŚedstavuje terapeutickĨ pŚ²stup, jehoģ ¼ļinnost z§vis² na optim§ln²m propojen² tŚ² kl²ļovĨch 

faktorŢ ï svŊtla o pŚesnŊ zvolen® vlnov® d®lce, fotosenzitiz®ru (PS) a molekul§rn²ho kysl²ku pŚ²tomn®ho 

v c²lov® tk§ni. Vyuģit² PDT je hlavnŊ v protin§dorov® l®ļbŊ, ale lze ji vyuģ²t i ve fotodynamick® 

inaktivaci mikroorganismŢ (antimikrobi§ln² PDT), jako jsou viry ļi bakterie (Lin et al., 2021, Feng et 
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al., 2021). Ve srovn§n² s konvenļn² l®ļbou n§dorovĨch onemocnŊn² u PDT pozorujeme minim§ln² 

vedlejġ² ¼ļinky, velmi n²zkou rezistenci ļi n²zkĨ invazivn² charakter t®to terapie. BŊhem PDT je nutn® 

aktivovat PS, kterĨ je akumulov§n v n§dorovĨch buŔk§ch, svŊtlem o specifick® vlnov® d®lce, coģ vede 

k tvorbŊ ROS (reaktivn²ch forem kysl²ku), pŚedevġ²m singletov®ho kysl²ku (1O; ale i peroxidu vod²ku, 

hydroxylov®ho radik§lu ļi superoxidovĨch aniontovĨch radik§lŢ). Ty dok§ģou poġkodit bunŊļn® 

struktury a vĨsledkem je bunŊļn§ smrt, zejm®na pŚes nekr·zu ļi apopt·zu (PraŨmo et al., 2016).  

 

Obr§zek 1 Jablonsk®ho diagram popisuj²c² fotofyzik§ln² procesy bŊhem PDT.  Molekula fotosenzitiz®ru (PS) je 

v z§kladn²m stavu. Po absorbov§n² svŊtla se PS dostane do excitovan®ho singletov®ho stavu. ZpŊt do z§kladn²ho 

stavu se mŢģe PS dostat buŅ emis² fotonu (fluorescenc²), nebo dojde k mezisyst®mov®mu pŚechodu, kdy se 

molekula PS dostane do tripletov®ho stavu, odkud pŚech§z² na z§kladn² energetickĨ stav opŊt emis² fotonu 

(fosforescence). TripletovĨ stav je vġak podstatnĨ pro PDT, protoģe mŢģe doj²t k pŚed§n² energie okoln²m 

molekul§m. Mohou nastat dvŊ situace: A) PS reaguje s molekul§rn²m kysl²kem a tvoŚ² se singletovĨ kysl²k (1O ), 

nebo B) se elektrony PS pŚenesou na biomolekuly a vytvoŚ² se dalġ² ROS. PŚevzato z (Przygoda et al., 2023b).

  

 

PS, jako jsou chloriny, bakteriochloriny ļi ftalocyaniny, silnŊ absorbuj² v ļerven® oblasti svŊtla, proto 

maj² pŚedpoklady bĨt ¼ļinnŊjġ²m PS neģ tŚeba PS zaloģen® na porfyrinov®m j§dŚe. Ide§ln² PS by mŊl 

bĨt schopen vysok® produkce 1O, mŊl by bĨt stabiln² a dobŚe rozpustnĨ. D§le by mŊl bĨt netoxickĨ ve 

tmŊ a nemŊl by se akumulovat ve zdrav® tk§ni, aby se sn²ģily moģn® vedlejġ² neģ§douc² ¼ļinky. DŢleģitĨ 

je tak® drug-to-light interval (DLI) neboli interval mezi pod§n²m l®ļiva a oz§Śen²m. DŚ²ve byl DLI i 

nŊkolika denn². PostupnŊ se ale pŚich§z² na fakt, ģe kratġ² DLI (minuty, hodiny) je vĨhodnŊjġ², protoģe 

je PS pŚ²tomno i v c®vn²m syst®mu, kterĨ vede k n§dorov® tk§ni a d²ky PDT dojde k poġkozen² c®v, coģ 

pŚisp²v§ ke zniļen² n§dorŢ. PDT tak® mŢģe tak® vyvolat imunitn² odpovŊŅ. NejļastŊji je tomu pŚi 

nekr·ze. U n§dorŢ hlavy a krku toto vġak nen² ģ§douc² ï indukci takov®ho z§nŊtu totiģ doprov§z² otok 

(Garg et al., 2010, Allison and Sibata, 2010). 
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PS se po syst®mov® nebo lok§ln² aplikaci pŚednostnŊ akumuluje v patologickĨch buŔk§ch. N§sledn§ 

expozice svŊteln®mu z§Śen² s emisn²m spektrem odpov²daj²c²m absorpļn²m vlastnostem PS zajiġŠuje 

jeho maxim§ln² aktivaci. Absorpce fotonŢ vyvol§v§ pŚechod molekuly z jej²ho z§kladn²ho singletov®ho 

stavu do excitovan®ho singletov®ho stavu (Obr. 1). Kr§tce pot® doch§z² k mezisyst®mov®mu pŚechodu 

do excitovan®ho tripletov®ho stavu, kterĨ je z terapeutick®ho hlediska z§sadn². V tripletov®m stavu se 

mohou uplatnit dva hlavn² procesy pŚenosu energie. V pŚ²padŊ mechanismu typu II je energie z PS 

pŚenesena pŚ²mo na molekul§rn² kysl²k, ļ²mģ vznik§ 1O. Ten vykazuje extr®mnŊ vysokou oxidaļn² 

reaktivitu vŢļi proteinŢm, lipidŢm a nukleovĨm kyselin§m, coģ vede k ireverzibiln²mu poġkozen² 

bunŊļnĨch membr§n a dalġ²ch kl²ļovĨch biomolekul (Kwiatkowski et al., 2018). Ģivotnost 1O  je kr§tk§: 

3,7 Ñ 0,4 ɛs ve vodn®m prostŚed² a 10ï1000 ɛs v organickĨch rozpouġtŊdlech. V bunŊļn®m prostŚed² je 

tak jeho dosah dif¼z² omezen na 10ï55 nm, coģ potvrzuje, ģe ¼ļinek PDT je striktnŊ lokalizov§n do 

m²sta vzniku 1O , tedy tam, kde se nach§z² PS (Bregnhoj et al., 2016). Mechanismus typu I spoļ²v§ v 

pŚenosu elektronŢ nebo vod²kovĨch atomŢ z PS na biomolekuly, coģ vede k tvorbŊ superoxidov®ho 

aniontu a dalġ²ch reaktivn²ch forem kysl²ku (ROS). Tyto molekuly iniciuj² oxidativn² poġkozen² 

kl²ļovĨch bunŊļnĨch sloģek (Kwiatkowski et al., 2018). 

 

3.1.3 SvŊteln® zdroje v PDT 

Souļasn§ fotodynamick§ terapie vyuģ²v§ ġirok® spektrum svŊtelnĨch zdrojŢ, mezi nŊģ patŚ² lasery, 

konvenļn² ģ§rovky a vĨbojky, ļi LED diody. Diodov® lasery nab²zej² kompaktn² konstrukci, niģġ² 

provozn² n§klady, snadnou instalaci, automatizovanou kalibraci a delġ² ģivotnost, pŚiļemģ jsou ļasto 

vyv²jeny pŚ²mo pro potŚeby PDT. Alternativu pŚedstavuj² LED diody s ¼zkĨm spektr§ln²m vĨstupem a 

vysokou intenzitou, kter® umoģŔuj² efektivn² osvit c²lov® tk§nŊ (Kim and Darafsheh, 2020). 

 

Obr§zek 2 Hloubka pronik§n² svŊtla do tk§n². PŚevzato z (Yakavets et al., 2019). 
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Pro oġetŚen² n§dorŢ v dutĨch org§nech se uplatŔuje zaveden² svŊtla pomoc² optickĨch vl§ken s difuzn²mi 

rozptylkami, pŚ²padnŊ speci§ln²ch rozptylovĨch balonkŢ pŚizpŢsobenĨch anatomii org§nu. Modern² 

techniky umoģŔuj² i implantaci svŊteln®ho zdroje do hluboko uloģenĨch struktur pod kontrolou 

zobrazovac²ch metod (Aebisher et al., 2024b). Spr§vn§ volba kombinace PS, zdroje svŊtla a parametrŢ 

expozice je z§sadn²m pŚedpokladem pro dosaģen² optim§ln²ho terapeutick®ho ¼ļinku PDT. 

Hloubka prŢniku svŊtla biologickou tk§n² je vĨznamnŊ ovlivnŊna jeho vlnovou d®lkou ï zat²mco modr® 

svŊtlo se absorbuje jiģ v povrchovĨch vrstv§ch, ļerven® a bl²zk® infraļerven® z§Śen² pronik§ mnohem 

hloubŊji (Obr. 2). Optim§ln² rozmez² pro prŢnik svŊtla, tzv. optick® okno tk§nŊ, je pŚibliģnŊ v rozmez² 

600ï1200 nm. Avġak pouze vlnov® d®lky do cca 800 nm maj² dostateļnou energii k iniciaci 

fotodynamick® reakce a tvorby 1O. Proto je vĨbŊr svŊteln®ho zdroje pro PDT nutn® pŚizpŢsobit nejen 

spektr§ln²m vlastnostem pouģit®ho PS, ale i biologickĨm a technickĨm podm²nk§m l®ļby (Yakavets et 

al., 2019). 

Đļinnost PDT z§vis² na pŚesn®m dod§n² svŊtla do c²lov® tk§nŊ a na faktorech, jako jsou hustota z§Śiv®ho 

tou, doba expozice svŊtlu, d§vka oz§Śen² a zpŢsob dod§n² svŊtla (jednor§zovŊ nebo frakcionovanŊ).  

Hustota z§Śiv®ho toku (intenzita z§Śen²) ud§v§ celkovou energii dopadaj²c²ho svŊtla na jednotku plochy 

(W/cmĮ), zat²mco d§vka oz§Śen² pŚedstavuje energii dopadaj²c² za sekundu na jednotku plochy (J/cmĮ) 

(Li and Lin, 2022). 

3.1.4 Kysl²k 

Kysl²k je jedn²m ze z§kladn²ch pil²ŚŢ PDT. D²ky jeho pŚ²tomnosti pak vznikaj² ROS a pod²lej² se na 

bunŊļn®m poġkozen². Je dŢleģit® si uvŊdomit, ģe mnoģstv² kysl²ku je rŢzn® u rŢznĨch typŢ n§dorŢ. MŢģe 

vġak bĨt rozd²ln® v rŢznĨch ļ§stech dan®ho n§doru, kde nŊkter® regiony mohou obsahovat v²ce ļi m®nŊ 

kysl²ku neģ jin® ï z§leģ² na jejich c®vn²m z§soben². Limituj²c² pro PDT mohou bĨt velk® solidn² n§dory, 

kter® jsou hypoxick®, a tak nen² dosaģeno dostateļnŊ vysok® ¼ļinnosti PDT (Kinsella et al., 2001). Dalġ² 

prohlouben² hypoxie mŢģe nastat samotnou PDT, kdy dojde k vyļerp§n² kysl²ku fotochemickĨmi 

reakcemi, coģ m§ sice prim§rnŊ cytotoxickĨ efekt na n§dor, ale mŢģe doj²t k progresi n§doru. To mŢģe 

nastat proto, ģe hypoxie aktivuje faktory indukovateln® hypoxi² HIF-1Ŭ/2Ŭ, kter® spouġtŊj² adaptaļn² 

mechanismy podporuj²c² pŚeģ²v§n², schopnost invaze a rezistenci n§dorovĨch bunŊk. Hypoxick® 

prostŚed² tak® podporuje angiogenezi a doch§z² k aktivaci metabolismu n§dorovĨch bunŊk a vznik§ 

imunosupresivn² mikroprostŚed².  Jedn²m z c²lŢ vĨzkumŢ v oblasti PDT je tak navrģen² novĨch a 

¼ļinnĨch strategi²ch pŚi pŚekon§v§n² hypoxie n§dorŢ, aby doġlo ke zlepġen² ¼ļinnosti PDT (Kim§kov§ 

et al., 2017, Wang et al., 2013b). V²ce studi² se zamŊŚilo na zlepġen² hypoxie n§doru pro zefektivnŊn² 

PDT l®ļby. AutoŚi navrhovali nereaktivn² nosiļe kysl²ku v lipozomech (napŚ²klad hemoglobin) nebo 

perfluorokarbony. Z§roveŔ jsou zkoum§ny i reaktivn² materi§ly schopn® generovat kysl²k pŚ²mo v 

n§doru, jako jsou enzymy rozkl§daj²c² peroxid vod²ku (katal§za) ļi oxidy kovŢ (oxid manganiļitĨ) a 
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dalġ² aktivn² nanoļ§stice, kter® reaguj² s peroxidem vod²ku nebo kyselĨm prostŚed²m za vzniku kysl²ku. 

(Gao et al., 2020, Azuma et al., 2017, Sun et al., 2020).   

3.1.5 Fotosensitiz®ry a jejich vyuģit² v klinick® praxi 

Jak jiģ bylo zm²nŊno, PS je ned²lnĨm prvkem PDT. PS by mŊl bĨt navrģenĨ tak, aby byl selektivn² a 

akumuloval se v n§dorov® tk§n², mŊl n²zkou toxicitu bez oz§Śen² a rychl® vylouļen² z tŊla pacienta, aby 

se minimalizovaly neģ§douc² fototoxick® vedlejġ² ¼ļinky. Interval mezi pod§n²m PS a oz§Śen²m bĨv§ 

vŊtġinou dlouhĨ (nŊkolik hodin aģ dnŢ). VĨzkum vġak naznaļuje, ģe zkr§cen² tohoto intervalu pŚin§ġ² 

urļitou vĨhodu, protoģe se PS mŢģe st§le nach§zet v c®v§ch, a pŚi oz§Śen² tak mŢģe doj²t k poġkozen² 

c®v, coģ vĨznamnŊ pŚispŊje ke zniļen² n§doru. ĐļinnĨ PS by mŊl disponovat vysokĨm kvantovĨm 

vĨtŊģkem singletov®ho kysl²ku, vhodnĨmi absorpļn²mi vlastnostmi v terapeutick®m oknŊ tk§nŊ (tj. 

600ï800 nm), dostateļnŊ dlouhou dobou ģivota excitovan®ho tripletov®ho stavu, vysokou fotostabilitou, 

n²zkou vlastn² toxicitou, dobrou rozpustnost² a minim§ln² tendenc² k agregaci, z§roveŔ by mŊl bĨt 

chemicky stabiln², selektivnŊ se akumulovat v c²lov® tk§ni a vykazovat biologickou kompatibilitu 

umoģŔuj²c² efektivn² bunŊļnĨ pŚ²jem a terapeutickĨ ¼ļinek. V souļasnosti mezi nejpouģ²vanŊjġ² PS 

v klinick® praxi patŚ² porfyriny, ftalocyaniny a chloriny (Correia et al., 2021b, Agostinis et al., 2011); 

jejich pŚehled je uveden v Tabulce 1.   

PS mŢģeme rozdŊlit do tŚ² generac² na z§kladŊ historick®ho vĨvoje. Do PS prvn² generace se Śad² 

porfimer sodnĨ. PS druh® generace pŚekon§vaj² nŊkter® limitace PS z prvn² generace (napŚ. n²zkou 

selektivitu k n§dorov® tk§n² ļi fototoxick® vedlejġ² ¼ļinky spojen® s pomalĨm vyluļov§n²m 

z organismu). Deriv§ty chlorinŢ, bakteriochlorinŢ ļi ftalocyaninŢ jsou z§stupci PS druh® generace. Ty 

by mŊly bĨt ¼ļinnŊjġ² d²ky siln® absorpci v ļerven® oblasti. TŚet² generace PS se zamŊŚuje na kombinaci 

PS s biomolekulami ļi nosiļi (protil§tky, proteiny, sacharidy, nanoļ§stice) pro lepġ² zac²len² do n§dorov® 

tk§nŊ (Przygoda et al., 2023a, Teng et al., 2022). 

Porfimer sodnĨ, klinicky nejpouģ²vanŊjġ² PS, byl prvn² schv§lenĨm PS pro l®ļbu karcinomu moļov®ho 

mŊchĨŚe, v dneġn² dobŊ je vyuģ²vanĨ k l®ļbŊ obstrukļn²ho n§doru j²cnu, nemalobunŊļn®ho karcinomu 

plic v ļasn®m st§diu, k dyspl§zii v BarrettovŊ j²cnu nebo u endobronchi§ln²ho n§doru plic. NevĨhodou 

porfimeru sodn®ho je slab® absorpļn² maximum okolo 630 nm a tak® dlouhodob§ retence v kŢģi a s t²m 

spojen§ dlouhodob§ fotosensitivitou (Baran, 2018, Nwogu et al., 2021).  

Svoji pozornost si zaslouģil objev 5-aminolevulov® kyseliny (ALA), prekurzor fotosenzitivn²ho 

protoporfyrinu IX (PpIX), a jejich esterŢ. Neaktivn² a netoxick§ ALA je intracelul§rnŊ metabolizov§na 

na PpIX, kterĨ se po oz§Śen² ļervenĨm svŊtlem aktivuje a doch§z² k tvorbŊ ROS. ALA je pod§v§na 

pŚedevġ²m topicky ve formŊ kr®mŢ (terapie koģn²ch l®z²). VĨhodou je kr§tkĨ poloļas rozpadu PpIX a 

taky selektivita k n§dorov® tk§ni, coģ nejsp²ġe souvis² s rozd²ly v biosyntetick® dr§ze hemoglobinu mezi 

nen§dorovĨmi a n§dorovĨmi buŔkami. Poprv® byla ALA lok§lnŊ pouģita k l®ļbŊ bazocelul§rn²ho 
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karcinomu a d§le se jej² pouģit² rozġ²Śilo k l®ļbŊ aktinick® kerat·zy, akn® nebo je jako GleolanÈ 

pouģ²v§na jako zobrazovac² l§tka u pacientŢ s gliomy. Methylester ALA (MALA) byl schv§len k l®ļbŊ 

aktinick® kerat·zy, bazocelul§rn²ho karcinomu ļi BowenovŊ chorobŊ. Hexylester ALA byl schv§len 

k diagnostice karcinomu moļov®ho mŊchĨŚe (Casas, 2020, Wachowska et al., 2011).  

Tabulka 1 Fotosensitiz®ry pouģ²van® v klinick® praxi. PŚevzato a upraveno z (Przygoda et al., 2023b) 

Obchodn² 

n§zev 
Chemick§ skupina Fotosenzitiz®r Aplikace 

PhotofrinÈ porfyrin porfimer sodnĨ 
N§dory j²cnu, plic, prŢduġek, 

moļov®ho mŊchĨŚe, ģaludku 

LevulanÈ prekurzor porfyrinu 
5-aminolevulov§ 

kyselina 

Aktinick§ kerat·za a bazocelul§rn² 

karcinom 

HexvixÈ prekurzor porfyrinu hexylaminolevulin§t 
Diagnostika karcinomu moļov®ho 

mŊchĨŚe 

FoscanÈ chlorin temoporfin N§dory hlavy a krku 

LaserphyrinÈ chlorin talaporfin N§dory plic, j²cnu a mozku 

MetvixÈ prekurzor porfyrinu methylaminolevulin§t 

Bazocelul§rn² karcinom, 

Bowenova choroba a aktinick§ 

kerat·za 

VisudyneÈ chlorin verteporfin 

VŊkem podm²nŊn§ makul§rn² 

degenerace a jin® oļn² malignity 

zpŢsoben® neovaskularizac² 

TOOKADÈ 

soluble 
bakteriochlorin padeliporfin N§dory prostaty 

 

Temoporfin (m-THPC, ¼ļinn§ l§tka v pŚ²pravku FoscanÈ) je schv§lenĨ v EvropŊ k l®ļbŊ n§dorŢ hlavy 

a krku (Gaio et al., 2016, Wiehe and Senge, 2023). V oftalmologii je pouģ²v§n verteporfin (VisudyneÈ) 

k l®ļbŊ vlhk® formy vŊkem podm²nŊn® makul§rn² degenerace. M§ zvĨġenou afinitu k pigmentov®mu 

epitelu s²tnice a hromad² se v abnorm§ln² c®vn² tk§ni. PostupnŊ se zaļal vyuģ²vat i k l®ļbŊ dalġ²ch oļn²ch 

onemocnŊn² zpŢsobenĨch abnorm§ln² tvorbou c®v (van Dijk et al., 2020, Hurley et al., 2023). Mezi dalġ² 

PS zac²lenĨ na c®vy (vascular target therapy, VTP) patŚ² padeliporfin (TookadÈ). Padeliporfin je 

vyuģ²v§n k l®ļbŊ karcinomu prostaty. PS je aktivov§n laserem pŚi 763 nm. Optick§ vl§kna jsou zavedena 

k n§dorov® tk§ni pomoc² dutĨch jehel. AktivovanĨ PS zpŢsob² vazokonstrikci a tvorbu endoteli§ln²ch 
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l®z², coģ pŚispŊje k isch®mii n§doru (Osuchowski et al., 2021). Talaporfin, pod komerļn² znaļkou 

LaserphyrinÈ byl schv§len v Japonsku k l®ļbŊ karcinomu plic (Usuda et al., 2006). 

 

3.1.6 Typy bunŊļn® smrti spojen® s fotodynamickou terapi² 

Pokud dojde k naruġen² rovnov§hy mezi produkc² ROS a schopnost² bunŊk tyto molekuly neutralizovat 

nebo opravit jejich ġkodliv® ¼ļinky, doch§z² ke vzniku oxidativn²ho stresu. Ten n§slednŊ aktivuje rŢzn® 

dr§hy bunŊļn® smrti. TradiļnŊ jsou nejl®pe popsanĨmi typy bunŊļn® smrti apopt·za, nekr·za a 

autofagie. V posledn²ch letech se vġak pozornost zamŊŚuje tak® na dalġ² specifick® formy, mezi nŊģ patŚ² 

napŚ²klad nekropt·za, ferropt·za, pyropt·za ļi parthanat·za. Z§leģ² na nŊkolika rŢznĨch faktorech jako 

je typ PS, d§vka svŊtla, lokalizace PS v buŔce, ale i na typu buŔky, jakĨ typ bunŊļn® smrti bude 

pŚevaģovat (Mroz et al., 2011). 

Neregulovan§ bunŊļn§ smrt ļi n§hodn§ bunŊļn§ smrt je rychl§, nekontrolovateln§ bunŊļn§ smrt 

vznikaj²c² pŚi vystaven² z§vaģn®mu poġkozen² bunŊk. Regulovan® formy bunŊļn® smrti jsou naproti 

tomu komplexn² a c²lenŊ Ś²zen®. Pro PDT je apopt·za, nekr·za a autofagie nejļastŊjġ²mi a 

nejstudovanŊjġ²mi typy bunŊļn® smrti. Vģdy z§leģ² na nastaven® l®ļbŊ. Pokud se pouģije vysok§ 

koncentrace PS a/nebo vysok§ d§vka oz§Śen², tak se prim§rnŊ spust² nekr·za, stejnĨ PS v niģġ²ch 

d§vk§ch a vhodnŊ nastavenou d§vkou svŊtla vyvol§ sp²ġe apopt·zu (Mroz et al., 2011). 

3.1.6.1 Nekr·za 

Nekr·za je tradiļnŊ ch§p§na jako neŚ²zen§, pasivn² forma bunŊļn® smrti, kter§ nast§v§ rychle po 

pŢsoben² akutn²ho a siln®ho mechanick®ho, fyzik§ln²ho ļi chemick®ho poġkozen². TypickĨm 

spouġtŊļem bĨv§ naruġen² plazmatick® membr§ny, jehoģ z§kladem je selh§n² iontovĨch pump a ztr§ta 

osmotick® rovnov§hy. N§sledkem je zvĨġen§ propustnost membr§ny, nadmŊrnĨ pŚ²liv iontŢ a vody do 

cytoplazmy a otok bunŊk i organel. TradiļnŊ je nekr·za oznaļov§na jako pasivn² proces, neboŠ 

nevyģaduje aktivn² regulaci sign§ln²mi drahami ani synt®zu proteinŢ. NovŊjġ² pr§ce vġak ukazuj², ģe 

mitochondrie, endoplazmatick® retikulum a lyzozomy hraj² v jej²m prŢbŊhu vĨznamnou roli. Poġkozen² 

lyzozomŢ zpŢsob² uvolnŊn² proteolytickĨch enzymŢ (katepsiny, kalpainy) do cytoplazmy, pŚiļemģ 

souļasnŊ doch§z² k zvĨġen² intracelul§rn² koncentrace CaĮ , kter§ podporuje aktivaci kalpainŢ a 

fosfolip§zy A2. Tyto procesy spoleļnŊ urychluj² ztr§tu integrity plazmatick® membr§ny. Rozpad 

membr§ny uvolŔuje veġkerĨ bunŊļnĨ obsah do extracelul§rn²ho prostoru a vede k vyvol§n² siln® 

z§nŊtliv® odpovŊdi. V prostŚed² PDT je tento mechanismus ļasto pozorov§n pŚi pouģit² vysokĨch d§vek 

PS ļi pŚi expozici intenzivn²mu z§Śen², kdy pŚevaģuje pr§vŊ nekr·za jako dominantn² forma bunŊļn® 

smrti (D'Arcy, 2019).  
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3.1.6.2 Apopt·za 

Apopt·za pŚedstavuje vysoce regulovanou a komplexn² programovanou bunŊļnou smrt, jej²ģ c²lem je 

eliminace poġkozenĨch, nepotŚebnĨch ļi nebezpeļnĨch bunŊk bez vyvol§n² nadmŊrn® z§nŊtliv® 

odpovŊdi. TypickĨmi znaky apopt·zy jsou zachov§n² integrity plazmatick® membr§ny, tvorba 

apoptotickĨch tŊl²sek a jejich rychl§ fagocyt·za okoln²mi buŔkami imunitn²ho syst®mu (napŚ. 

makrof§gy). Tento mechanismus je v kontrastu s nekr·zou, pŚi n²ģ doch§z² k uvolnŊn² intracelul§rn²ho 

obsahu do extracelul§rn²ho prostoru a spuġtŊn² z§nŊtu. V bunŊļnĨch kultur§ch vġak apoptotick® buŔky, 

kter® nejsou fagocytov§ny, ļasto proch§zej² tzv. sekund§rn² nekr·zou, charakterizovanou rozpadem 

membr§ny (Galluzzi et al., 2018). 

Z hlediska molekul§rn²ch drah lze apopt·zu rozdŊlit na vnitŚn² (mitochondri§ln²) a vnŊjġ² 

(receptorovou). ObŊ dr§hy jsou na sobŊ ļ§steļnŊ nez§visl®, avġak v koneļn® f§zi se spoj² v aktivaci 

efektorovĨch kasp§z (zejm®na kasp§zy 3 a 7), kter® ġtŊp² Śadu proteinŢ a zprostŚedkov§vaj² 

charakteristick® morfologick® a biochemick® zmŊny (Galluzzi et al., 2018). 

 

VnitŚn² dr§ha apopt·zy, pŚedstavuje z§sadn² mechanismus programovan® bunŊļn® smrti, kterĨ je 

aktivov§n vnitŚn²mi podnŊty, jako je poġkozen² DNA, stresov® sign§ly ļi toxick® l§tky. Kl²ļovĨm 

momentem tohoto procesu je permeabilizace vnŊjġ² mitochondri§ln² membr§ny (MOMP; mitochondrial 

outer membrane permeabilization). Po jej²m naruġen² doch§z² k uvolnŊn² cytochromu c z mitochondri² 

do cytosolu, coģ je obecnŊ povaģov§no za bod Ăodkud nen² n§vratuñ v apoptotick® signalizaci. Hlavn² 

roli pŚi regulaci MOMP hraj² proteiny rodiny Bcl-2. Tato skupina zahrnuje jak proapoptotick®, tak 

antiapoptotick® ļleny. Proapoptotick® proteiny se dŊl² na aktiv§tory (napŚ. Bim, Bid, PUMA) a 

senzibiliz§tory (napŚ. Bad, NOXA, Bik). Aktiv§tory pŚ²mo interaguj² s efektory Bax a Bak, kter® 

podstoup² konformaļn² zmŊny, oligomerizuj² a vytv§Śej² p·ry ve vnŊjġ² mitochondri§ln² membr§nŊ. T²m 

doch§z² k uvolnŊn² cytochromu c a dalġ²ch proapoptotickĨch faktorŢ. Senzibiliz§tory naopak nepŢsob² 

pŚ²mo na Bax a Bak, ale inhibuj² antiapoptotick® proteiny nebo reguluj² lokalizaci Bax/Bak monomerŢ 

v buŔce (Galluzzi et al., 2018, Yuan and Ofengeim, 2024). 
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Obr§zek 3 Apopt·za. VnŊjġ² cesta apopt·zy je spuġtŊna aktivac² receptorŢ smrti um²stŊnĨch v plazmatick® 

membr§nŊ (napŚ. TNFR1, Fas, DR4 a DR5) jejich specifickĨmi ligandy (TNF, FasL, TRAIL). Naproti tomu vnitŚn² 

cesta apopt·zy mŢģe bĨt vyvol§na nedostatkem rŢstovĨch faktorŢ, poġkozen²m mitochondri², poġkozen²m DNA 

nebo pŢsoben²m chemoterapeutik. Aktivace ļlenŢ rodiny Bcl-2 typu BH3-only (napŚ. indukce NOXA a PUMA 

prostŚednictv²m p53, posttranslaļn² modifikace Bad a Bim ļi ġtŊpen² Bid kasp§zou-8) vede k inaktivaci 

antiapoptotickĨch proteinŢ Bcl-2, Bcl-xL a Mcl-1 a souļasnŊ k oligomerizaci proapoptotickĨch proteinŢ Bax a 

Bak. Poġkozen² mitochondri² zpŢsobuje uvolnŊn² cytochromu c a proteinu SMAC/DIABLO, kter® podporuj² 

aktivaci kasp§zy-9 prostŚednictv²m Apaf1. Aktivovan§ kasp§za-9 n§slednŊ ġtŊp² efektorov® kasp§zy-3 a -7, ļ²mģ 

doch§z² k realizaci vnitŚn² cesty apopt·zy. Tyto efektorov® kasp§zy nav²c mohou zpŊtnŊ aktivovat kasp§zy vyġġ² 

¼rovnŊ, coģ zesiluje celou kask§du apoptotickĨch sign§lŢ. PŚevzato z (Yuan and Ofengeim, 2024).  

 

Antiapoptotick® proteiny, jako Bcl-2 a Bcl-xL, naopak MOMP zabraŔuj². Disponuj² vazebnou kapsou 

tvoŚenou BH3 dom®nami, do n²ģ se mohou v§zat aktiv§tory nebo senzibiliz§tory rodiny Bcl-2, pŚ²padnŊ 

komplexy Bax/Bak, ļ²mģ blokuj² jejich proapoptotickou funkci. Citlivost buŔky k apopt·ze je tak 

vĨsledkem dynamick® rovnov§hy mezi pro a antiapoptotickĨmi ļleny t®to rodiny. VĨznamnou roli hraj² 

tak® posttranslaļn² modifikace a intracelul§rn² lokalizace tŊchto proteinŢ. Jemnou regulaci d§le zajiġŠuj² 

i jin® sign§ln² molekuly ï napŚ²klad cyklin-dependentn² kin§zy, kter® stabilizuj² antiapoptotick® faktory 

typu Mcl-1, nebo transkripļn² faktor p53. p53, aktivovanĨ po poġkozen² DNA, pŢsob² jako Ăstr§ģce 

genomuñ a stimuluje expresi nŊkolika proapoptotickĨch proteinŢ rodiny Bcl-2, ļ²mģ posouv§ rovnov§hu 

ve prospŊch bunŊļn® smrti. UvolnŊn² cytochromu c spouġt² v cytoplazmŊ sestaven² apoptosomu, 

velk®ho multiproteinov®ho komplexu sloģen®ho z Apaf-1, dATP, cytochromu c a prokasp§zy 9, kterĨ 



 

21 

 

aktivuje kasp§zu 9. Ta pak ġtŊp² a aktivuje kasp§zy 3 a 7, kter® pln² roli ĂvykonavatelŢñ apopt·zy. Tyto 

efektorov® kasp§zy nejen degraduj² Śadu substr§tŢ vedouc²ch k morfologickĨm zmŊn§m a z§niku buŔky, 

ale d§le aktivuj² i dalġ² prokasp§zy (napŚ. kasp§zy 2, 6, 8 a 10), ļ²mģ vytv§Śej² amplifikaļn² kask§du 

vedouc² k nevratn® bunŊļn® smrti (Green, 2022, Galluzzi et al., 2018). 

Regulace efektorovĨch kasp§z je nav²c pod kontrolou proteinŢ rodiny IAP (inhibitors of apoptosis 

proteins), zejm®na XIAP. Tyto proteiny mohou pŚ²mo inhibovat kasp§zy 3, 7 a 9, a t²m brzdit 

apoptotickou signalizaci. Proti jejich ¼ļinku vġak pŢsob² SMAC (druhĨ mitochondri§ln² aktiv§tor 

kasp§z, zn§mĨ taky jako DIABLO) a HTRA2, kter® se uvolŔuj² z mitochondri² spoleļnŊ s cytochromem 

c a funkci XIAP inhibuj², ļ²mģ podporuj² progresi apopt·zy. Zaj²mavĨm mechanismem regulace je i 

schopnost kasp§zy 3 ġtŊpit kasp§zu 9 na fragment, kterĨ postr§d§ vazebn® m²sto pro XIAP, a je tak 

rezistentn² vŢļi jeho inhibici (Julien and Wells, 2017, Galluzzi et al., 2018). 

CelĨ proces vnitŚn² cesty apopt·zy lze proto ch§pat jako dynamickou rovnov§hu mezi pro- a 

antiapoptotickĨmi mechanismy. Oba syst®my neust§le soupeŚ² o pŚevahu a vĨsledkem jejich 

ĂpŚetahov§n²ñ je buŅ pŚeģit² buŔky, nebo jej² programovan§ smrt. VĨsledek z§vis² na intenzitŊ 

stresovĨch podnŊtŢ, expresn²ch hladin§ch a vz§jemnĨch interakc²ch jednotlivĨch proteinŢ i na jejich 

posttranslaļn²ch ¼prav§ch a lokalizaci v buŔce (Moyer et al., 2025). 

Druhou hlavn² vŊtv² apoptotick® sign§ln² dr§hy, je vnŊjġ² dr§ha apopt·zy. Ta je spuġtŊna aktivac² 

specifickĨch receptorŢ smrti na bunŊļn®m povrchu. Mezi tyto receptory patŚ² TNFR1/2, Fas (CD95) a 

receptory pro TRAIL, oznaļovan® jako DR4 a DR5. Vazba jejich pŚirozenĨch ligandŢ (TNFŬ, FasL, 

TRAIL) zpŢsobuje oligomerizaci receptorŢ a vznik sign§ln²ch platforem na membr§nŊ buŔky. Tento 

krok vede k nav§z§n² adaptorovĨch proteinŢ TRADD a FADD, kter® n§slednŊ rekrutuj² iniciaļn² 

kasp§zy ï pŚedevġ²m kasp§zu-8 a kasp§zu-10. VzniklĨ komplex je oznaļov§n jako DISC (death-

inducing signaling complex). Aktivace kasp§z 8 a 10 je regulov§na pŚ²tomnost² kasp§ze podobn®ho 

proteinu FLIP, jenģ je souļ§st² DISC a funguje jako negativn² regul§tor apopt·zy (von Karstedt et al., 

2017).  

VĨznamnou roli ve vnŊjġ² dr§ze hraje tak® protein RIPK1, kterĨ je souļ§st² DISC d²ky vazbŊ na FADD 

a TRADD prostŚednictv²m dom®n smrti. RIPK1 pŚedstavuje kl²ļovĨ uzel, protoģe jeho posttranslaļn² 

modifikace urļuj², zda bude sign§l smŊŚovat k aktivaci dr§hy pŚeģit² pomoc² NFəB, nebo naopak k 

bunŊļn® smrti prostŚednictv²m apopt·zy ļi, v nepŚ²tomnosti aktivn² kasp§zy 8, k nekropt·ze. V ļasnĨch 

f§z²ch aktivace doch§z² ke vzniku tzv. komplexu I, kterĨ obsahuje TRADD, prokasp§zu 8, 

ubikvitinovanĨ RIPK1 a regulaļn² protein FLIP. Tento komplex potlaļuje proapoptotickou funkci 

kasp§zy 8 a souļasnŊ aktivuje NFəB-dependentn² sign§ln² dr§hu podporuj²c² pŚeģit² a z§nŊtlivou 

odpovŊŅ. Komplex I je n§slednŊ internalizov§n nebo odpojen od receptoru a doch§z² k pŚestavbŊ na 

komplex II, jenģ je proapoptotickĨ (Gibert and Mehlen, 2015).  
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V r§mci komplexu II doch§z² k autokatalytick® aktivaci prokasp§z 8 a 10, kter® n§slednŊ ġtŊp² a aktivuj² 

efektorov® kasp§zy 3, 6 a 7. Aktivace tŊchto efektorovĨch kasp§z vede pŚ²mo k proveden² apopt·zy. 

SouļasnŊ vġak kasp§za 8 mŢģe ġtŊpit protein Bid, ļ²mģ propojuje vnŊjġ² dr§hu s vnitŚn² dr§hou apopt·zy 

a podporuje MOMP (Flusberg and Sorger, 2015).  

Tento vz§jemnŊ propojenĨ syst®m ukazuje, ģe vnŊjġ² dr§ha apopt·zy nepŢsob² izolovanŊ, ale v tŊsn® 

koordinaci s mitochondri§ln²mi mechanismy. VĨsledn§ odpovŊŅ buŔky je tak vĨsledkem dynamick® 

rovnov§hy mezi sign§ly pro pŚeģit² a proapoptotickĨmi mechanismy, jejichģ aktivace nakonec rozhoduje 

o osudu buŔky (Galluzzi et al., 2018). Sch®matick® zobrazen² prŢbŊhu apopt·zy je zobrazeno na Obr. 

3.  

3.1.6.3 Autofagie  

Autofagie pŚedstavuje z§kladn² homeostatickĨ mechanismus, kterĨ zajiġŠuje rozklad a n§slednou 

recyklaci bunŊļnĨch komponent. T²mto zpŢsobem se udrģuje stabilita intracelul§rn²ho prostŚed² a 

umoģŔuje flexibiln² reakce na zmŊny v dostupnosti energie a ģivin. V posledn²ch letech se st§le v²ce 

ukazuje, ģe modulace autofagie m§ potenci§l terapeutick®ho vyuģit². Na jedn® stranŊ je jej² aktivace 

prospŊġn§ napŚ²klad pŚi odstraŔov§n² patologickĨch proteinovĨch agreg§tŢ spojenĨch s 

neurodegenerativn²mi chorobami, na stranŊ druh® vġak mŢģe v prostŚed² n§doru pŢsobit obousmŊrnŊ ï 

jej² vliv je podm²nŊn stadiem onemocnŊn², biologickĨmi vlastnostmi n§doru a interakc² s 

mikroprostŚed²m. Autofagii lze rozdŊlit do tŚ² podskupin ï makroautofagie, mikroautofagie a autofagie 

zprostŚedkovan§ chaperony. U makroautofagie je obsah cytosolu dopraven do lyzozomu pomoc² 

autofagozomu. PŚi mikroautofagii se na pohlcen² obsahu pod²len² pouze lyzozomy. Pokud nastane 

autofagie zprostŚedkovan§ chaperony, tak jsou proteiny pŚeneseny pŚes lyzozom§ln² membr§nu jako 

komplex s chaperonovĨmi proteiny (Hsp-70), kter® jsou rozezn§v§ny receptory na lyzozom§ln² 

membr§nŊ Lamp-2A (Li et al., 2020, Galluzzi et al., 2018).  
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Obr§zek 4 SchematickĨ pŚehled mechanismŢ autofagie. HladovŊn², hypoxie, oxidaļn² stres, agregace proteinŢ ļi 

stres endoplazmatick®ho retikula se mohou pod²let na spuġtŊn² autofagie. a) makroautofagie: stresem aktivovanĨ 

mTOR aktivuje komplex ULK1 (ULK1, ATG13, FIP200 a ATG101), kterĨ fosforyluje komponenty komplexu 

PI3KC3 I (VPS34, Beclin 1, ATG14, AMBRA1 a p115). T²m doch§z² k lok§ln² produkci PI3P na struktuŚe 

endoplazmatick®ho retikula. PI3P n§slednŊ rekrutuje efektorov® proteiny WIPI2 a DFCP1, pŚiļemģ WIPI2 v§ģe 

ATG16L1 a pŚiv§d² komplex ATG12ïATG5ïATG16L1. Tento komplex podporuje konjugaci proteinŢ rodiny 

ATG8 (LC3, GABARAP) k fosfatidylethanolaminu, ļ²mģ vznik§ LC3-II, charakteristickĨ marker autofagickĨch 

membr§n. ATG8 proteiny jsou nezbytn® pro prodlouģen² a uzavŚen² fagoforu a z§roveŔ zprostŚedkov§vaj² 

selektivn² autofagii prostŚednictv²m interakce s LIR-motivy receptorŢ n§kladu. Na tvorbŊ autofagozom§ln² 

membr§ny se pod²lej² rŢzn® bunŊļn® membr§ny (plazmatick§ membr§na, mitochondrie, endozomy a Golgiho 

komplex), pŚiļemģ ļ§st lipidov® dvojvrstvy je dod§v§na vezikuly obsahuj²c²mi ATG9. UzavŚen²m fagoforu vznik§ 

autofagozom, kterĨ po dozr§n² f¼zuje s lyzozomem. V lyzozomu je autofagickĨ n§klad a proteiny degradov§ny 

kyselĨmi hydrol§zami a uvolnŊn® ģiviny jsou recyklov§ny zpŊt do cytoplazmy. b) chaperony zprostŚedkovan§ 

autofagie: Proteiny urļen® k degradaci jsou identifikov§ny specifickĨm KFERQ motivem (sekvence Lys-Phe-

Glu-Arg-Gln) a nav§z§ny chaperonovĨm komplexem, jehoģ hlavn² sloģkou je Hsc70. Tento komplex se n§slednŊ 

pŚipojuje k receptorŢm na lyzozom§ln² membr§nŊ. Za pomoci lyzozom§ln²ho Hsc70 doch§z² k rozvinut² proteinu 

a jeho transportu do vnitŚn²ho prostoru lyzozomu, kde je n§slednŊ rozġtŊpen. c) mikroautof§gie: Cytosolick® 

substr§ty jsou degradov§ny pŚ²mo d²ky invaginaci lyzozom§ln² membr§ny, kter§ umoģŔuje jejich pohlcen² a 

n§slednou rozkladnou aktivitu uvnitŚ lyzozomu. PŚevzato z (Ġkubn²k et al., 2023).  

 

Proces autofagie prob²h§ prostŚednictv²m dobŚe koordinovan® ļinnosti proteinŢ k·dovanĨch tzv. ATG 

geny (autophagy-related genes). Tyto molekuly Ś²d² tvorbu autofagozomu, dvoumembr§nov®ho v§ļku, 

kterĨ obklop² urļenĨ bunŊļnĨ n§klad a posl®ze splyne s lyzozomem. Vznikl§ struktura je degradov§na 
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pŢsoben²m lyzozom§ln²ch hydrol§z na z§kladn² metabolity, kter® jsou d§le vyuģity v bunŊļn®m 

metabolismu (Liu et al., 2023a). 

Đvodn² f§zi procesu Ś²d² ULK komplex, jenģ zahrnuje kin§zy ULK1 a ULK2 spolu s proteiny FIP200, 

ATG13 a ATG101 (Obr. 4). Tento komplex pŚedstavuje rozhran² mezi autofagi² a hlavn²mi sign§ln²mi 

drahami detekuj²c²mi dostupnost ģivin a energetickĨ stav buŔky, zejm®na drahou mTORC1. Aktivac² 

ULK komplexu doch§z² k zapojen² VPS34 komplexu I (sloģen®ho z VPS34, beclin-1, ATG14 a VPS15), 

jehoģ funkc² je tvorba fosfatidylinositol-3-fosf§tu (PI3P) na autofagickĨch membr§n§ch. PI3P n§slednŊ 

umoģŔuje n§bor dalġ²ch komponent potŚebnĨch pro elongaci a uzav²r§n² autofagozomŢ (Cao et al., 

2021). 

Na tvorbu autofagozomu se d§le pod²l² konjugaļn² syst®m autofagie, zejm®na komplex ATG16L1ï

ATG5ïATG12 a enzymy ATG3 a ATG7. Tyto molekuly zajiġŠuj² lipidovou konjugaci ļlenŢ rodiny 

ATG8 (LC3 a GABARAP proteiny). Pr§vŊ tyto proteiny hraj² kl²ļovou roli pŚi n§boru bunŊļn®ho 

n§kladu a pŚi zr§n² autofagozomŢ. Aļkoliv mŢģe autofagie prob²hat neselektivnŊ ï napŚ²klad pŚi 

hladovŊn², kdy buŔka vyuģ²v§ rŢzn® struktury jako zdroj aminokyselin ļi lipidŢ ï vŊtġinou jde o proces 

vysoce c²lenĨ. Selektivita je zajiġtŊna pŚ²tomnost² receptorŢ autofagick®ho n§kladu (autophagy cargo 

receptors, ACRs), kter® rozpozn§vaj² specifick® substr§ty urļen® k degradaci. Ty mohou bĨt oznaļeny 

ubikvitinem, ale existuj² i ubikvitin-nez§visl® mechanismy znaļen² (Debnath et al., 2023, Liu et al., 

2023b).  

3.1.6.3.1 Autofagie a fotodynamick§ terapie 

Song et al. ve sv® studii pouģili temoporfin a verteforfin na buŔk§ch kolorekt§ln²ho karcinomu a na 

myġ²m modelu. Temoporfin vĨraznŊ indukoval apopt·zu. Markery autofagie byly hodnoceny metodou 

western blot a fluorescenļn² mikroskopi². Jak temoporfin, tak verteporfin indukovaly autofagii 

v buŔk§ch kolorekt§ln²ho karcinomu. Byly tak® pouģity inhibitory autofagie (bafilomycin A1, 

chlorochin a 3-methyladenin) k potvrzen², ģe opravdu doch§z² k autofagii pŚi PDT l®ļbŊ. Z§vŊrem studie 

lze Ś²ci, ģe temoporfin a verteporfin spustili apopt·zu i autofagii v buŔk§ch kolorekt§ln²ho karcinomu 

(Song et al., 2020). Taninaka et al. pouģili polphylipoprotein (PLP), novŊ syntetizovanou nanoļ§stici 

vhodnou k l®ļbŊ n§dorŢ pomoc² PDT. PŚedpokl§d§ se jeho vysok§ ¼ļinnost, avġak mechanismus jeho 

¼ļinku nen² zcela objasnŊn. PLP testovali na potkan² ģaludeļn² epiteli§ln² bunŊļn® linii RGM1 a na 

potkan² malign² bunŊļn® linii odvozen® ze ģaludeļn² sliznice (RGK1). Bylo prok§z§no, ģe PLP vyuģ²v§ 

autofagii k eliminaci n§dorovĨch bunŊk. Dynamika fagozomŢ s nahromadŊnĨm PLP bezprostŚednŊ po 

oz§Śen² je u norm§ln²ch bunŊk a n§dorovĨch bunŊk zcela odliġn§ a je zŚejm®, ģe tento rozd²l vede k 

projevu charakteristick®ho ¼ļinku PDT pŚi pouģit² PLP. D§ se tedy pŚedpokl§dat, ģe PLP m§ velmi 

slibnou budoucnost v l®ļbŊ n§dorovĨch onemocnŊn² a jev² se jako velmi ¼ļinnĨ PS pŢsob²c² pŚes 

autofagii a to i d²ky jeho dostateļn® luminiscenci i po akumulaci v membr§nŊ fagozomu. Prim§rn² 

pouģit² PLP byl intracelul§rn² transport l®ļiv prostŚednictv²m autofagie (Taninaka et al., 2023). Shi et al. 
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testovali fotodynamickou aktivitu zprostŚedkovanou hemoporfinem. In vitro testy uk§zaly, ģe v HUVEC 

buŔk§ch po aplikaci hemoporfinu a oz§Śen² prob²hala souļasnŊ autofagie i apopt·za. V poļ§teļn² f§zi 

pŚevl§dala apopt·za, zat²mco autofagie se postupnŊ zesilovala ve stŚedn²ch a pozdŊjġ²ch f§z²ch. Do 

regulace autofagie vyvolan® fotodynamickĨm pŢsoben²m hemoporfinu se zapojily sign§ln² dr§hy 

AMPK, Akt a mTOR ï AMPK mŊla stimulaļn² ¼ļinek, zat²mco Akt a mTOR pŢsobily inhibiļnŊ. 

Hydroxychlorochin nedok§zal zastavit samotnou autofagii, ale blokoval spojov§n² autofagozomŢ s 

lyzozomy. Naopak rapamycin pŢsobil synergicky s hemoporfinem, ļ²mģ zvĨġil ¼roveŔ autofagie v 

HUVEC buŔk§ch, coģ vedlo k vyġġ² cytotoxicitŊ, sn²ģen® produkci VEGF-A a oslaben² angiogenn² 

schopnosti bunŊk (Shi et al., 2024). 

3.1.6.4 Nekr·pt·za 

Nekropt·za byla poprv® pops§na v roce 2005 jako nov§ forma bunŊļn® smrti, kter§ vykazovala 

morfologick® rysy podobn® nekr·ze, avġak na rozd²l od klasickĨch pozorov§n² se uk§zalo, ģe tento 

proces je pŚ²snŊ regulovanĨ. Nekropt·za tak pŚedstavuje specifickou kategorii nekr·zy, jeģ prob²h§ na 

z§kladŊ pŚesnŊ kontrolovanĨch molekul§rn²ch mechanismŢ. Tento typ bunŊļn® smrti nast§v§ zejm®na 

v prostŚed², kde je blokov§na apopt·za, a je zprostŚedkov§n interakc² receptorovĨch kin§z RIP1 a RIP3 

(receptor-interacting protein 1/3) (Pasparakis and Vandenabeele, 2015). 

Nejl®pe prostudovanou aktivaļn² drahou nekropt·zy je signalizace vyvolan§ prostŚednictv²m receptorŢ 

smrti, pŚedevġ²m receptoru pro TNFR1. Nekropt·zu vġak mŢģe tak® iniciovat vazba FasL ļi TRAIL na 

pŚ²sluġn® receptory. Po nav§z§n² ligandu na TNFR1 doch§z² k sestaven² komplexu I, jehoģ souļ§st² jsou 

TRADD (TNFR-associated death domain protein), RIP1 a nŊkolik E3-ubikvitinlig§z. V r§mci tohoto 

komplexu je RIP1 polyubikvitinov§n. N§sledn§ deubikvitinace RIP1 vede k rozvoji dvou alternativn²ch 

cest ï vzniku komplexu IIa nebo IIb. Zat²mco komplex IIa aktivuje kasp§zu 8 a smŊŚuje k apopt·ze, 

inhibice kasp§zy 8 naopak podporuje vznik komplexu IIb, kterĨ spouġt² nekropt·zu (Galluzzi et al., 

2018). 

V procesu nekropt·zy zprostŚedkovan® komplexem IIb RIP1 rekrutuje RIP3 a doch§z² k autofosforylaci 

a transfosforylaci, coģ vyvol§v§ oligomerizaci fosforylovan®ho RIP3. Tento krok vede k vytvoŚen² tzv. 

nekrozomu, coģ je multiproteinovĨ komplex s amyloidn²m charakterem. Vedle RIP1 a RIP3 hraje 

kl²ļovou ¼lohu tak® MLKL (mixed lineage kinase domain-like pseudokinase). RIP3 v§ģe MLKL a 

fosforyluje jej na zbytc²ch Thr357 a Ser358. FosforylovanĨ MLKL pot® oligomerizuje a pŚech§z² z 

cytoplazmy k plazmatick® membr§nŊ (Dhuriya and Sharma, 2018). 

Po dosaģen² membr§ny se oligomery MLKL v§ģou na fosfatidylinositoly a kardiolipin, ļ²mģ naruġuj² 

membr§novou integritu. VĨsledkem je permeabilizace membr§ny, pŚ²jem iontŢ do buŔky, osmotickĨ 

otok, a nakonec lĨza buŔky vedouc² k nekr·ze a bunŊļn® smrti (Dhuriya and Sharma, 2018).  
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3.1.6.4.1 Nekropt·za a PDT 

Coupienne at al. pouk§zali na bunŊļnou smrt prostŚednictv² nekropt·zy pŚi pouģit² 5-ALA na 

glioblastomovĨch buŔk§ch, kdy se aktivoval RIPK-3. Taky prok§zali, ģe RIPK-3 a RIPK-1 se nach§zeli 

v atypick®m nekrozomov®m komplexu bez pŚ²tomnosti kasp§zy 8 a FADD (Coupienne et al., 2011). PŚi 

n²zkĨch d§vk§ch talaporfinu pŚi l®ļbŊ T98G glioblastomovĨch bunŊk byla aktivov§na nekropt·za, pŚi 

vysokĨch d§vk§ch se tato dr§ha neaktivovala (Miki et al., 2015). Hiporfin navozuje bunŊļnou smrt 

apopt·zu na nŊkolika bunŊļnĨch lini²ch osteosarkomu. N²zk® d§vky tohoto PS u bunŊļn® linie DLM-8 

byly doprov§zeny zvĨġenĨmi hodnotami RIPK-1, coģ naznaļuje bunŊļnou smrt pŚes nekropt·zu (Sun 

et al., 2015). VĨġe zm²nŊn® studie naznaļuj², ģe vliv na bunŊļnou smrt nekropt·zou m§ d§vka PS a 

intenzita pouģit®ho svŊtla. 

3.1.6.5 Nekonvenļn² cesty bunŊļn® smrti spojen® s PDT 

3.1.6.5.1 Mitotick§ katastrofa 

Mitotick§ katastrofa (MC) se vyznaļuje neobvyklou mit·zou vedouc² k chybn® segregaci chromozomŢ 

a bunŊļn®mu selh§n². Je povaģov§na za regulovanĨ onkosupresivn² mechanismus br§n²c² proliferaci ļi 

pŚeģit² bunŊk v dŢsledku siln®ho poġkozen² DNA nebo pŚi selh§n² mitotickĨch kontroln²ch bodŢ. MC 

pŚipom²n§ apopt·zu ļi nekr·zu. MC je spojena se sublet§ln²mi nebo opoģdŊnĨmi ¼ļinky l®kŢ ļi 

fyzik§ln²ch stresorŢ. PŚi MC jsou nejcitlivŊjġ² cytoskelet§rn² struktury, napŚ. nŊkter® l®ļiva (paklitaxel) 

naruġuj² dynamiku mikrotubulŢ. Na rozd²l od chemoterapeutik, PDT indukovan§ MC nen² vģdy 

doprov§zena poġkozen²m cytoskelet§rn²ch struktur. PS, kter® vyvol§vaj² MC mohou m²t rŢznou 

bunŊļnou lokalizaci. 1O, kterĨ difunduje velmi omezenŊ tak pravdŊpodobnŊ zpŢsob² poġkozen² 

mikrotubulŢ v pŚ²tomnosti PS, alternativou mŢģe bĨt poġkozen² mikrotubulŢ vzniklĨmi ROS 

(Mishchenko et al., 2022). Poġkozen² mikrotubulŢ a zmŊny v mitotick®m vŚet®nku jsou typick® pro PS 

hypericin (Vantieghem et al., 2002).  

3.1.6.5.2 Parapt·za 

Parapt·za se od apopt·zy odliġuje nez§vislost² na kasp§z§ch, nedoch§z² k tvorbŊ apoptickĨch tŊl²sek, 

ani k jadern® fragmentaci. Morfologicky doch§z² pŚi parapt·ze k vakuolizaci cytoplazmy a dilataci 

endoplazmatick®ho retikula ļi mitochondri². Parapt·za bĨv§ doprov§zena zmŊnou redoxn² homeost§zy 

a homeost§zy v§pn²ku. DŢleģitou roli hraj² ļlenov® rodiny MAPK (mitogen-activated protein kinases). 

NejļastŊji je parapt·za spojov§na s PS lokalizovanĨmi v endoplazmatick®m retikulu (Hanson et al., 

2023). Parapt·zu pozorovala skupina prof. Kessela pŚi pouģit² hypericinu a deriv§tu benzoporfyrinu pŚi 

PDT na bunŊļn® linii OVCAR-5 (lidskĨ adenokarcinom vajeļn²ku). Pozorovali tvorbu vakuol, kter® ale 

potlaļili pŚi pouģit² antagonistŢ MAPK (Kessel, 2019).  

3.1.6.5.3 Pyropt·za 

Pyropt·za je regulovan§ bunŊļn§ smrt se z§nŊtlivĨmi znaky. Mohou se vyskytovat jak znaky podobn® 

apopt·ze (kondenzace chromatinu), tak nekr·ze (uvolnŊn² z§nŊtlivĨch sloģek). Aktivuje se hlavnŊ 
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kasp§za 1, ale i dalġ² kasp§zy 3 ļi kasp§zy 4 a 5 v inflamazomu. U pyropt·zy, z§visl® na kasp§ze 1, 

doch§z² k rozpozn§n² DAMPs a PAMPs vedouc²m k tvorbŊ specifickĨch inflamazomŢ. Kasp§za 1 

aktivuje ASC (apoptosis-associated speck-like protein) a tak® tvorbu proz§nŊtlivĨch cytokinŢ (IL-1ɓ, 

IL-18). Tak® doch§z² k proteolytick®mu ġtŊpen² gasderminu D, kterĨ oligomerizuje v membr§n§ch a 

tvoŚ² neselektivn² p·ry, kter® pŚisp²vaj² k permeabilizaci plazmatick® membr§ny (Yu et al., 2021). NovŊ 

syntetizovan® PS c²l²c² na membr§nu oznaļovan® jako TBD (1,1,2,2-tetrafenylethenbenzo[c][1,2,5] 

thiadiazol-2-(difenylmethylen)malonitril) indukovaly pŚev§ģnŊ pyropt·zu (ale tak® apopt·zu) v HeLa, 

4T1 (myġ² karcinomu prsu) a C6 (potkan² gliom) buŔk§ch. Byla pozorov§na tvorba pyroptickĨch tŊl²sek, 

ale i aktivace kasp§zy 1, kter§ ġtŊpila gasdermin D a doġlo k uvolnŊn² IL-1ɓ, IL-18 (Wu et al., 2021). 

PŚi PDT s pouģit²m 5-ALA, chlorinu e6 a dimethylesteru PpIX na buŔk§ch spinocelul§rn²ho karcinomu 

j²cnu bylo prok§z§na sn²ģen§ exprese PKM2 (pyruv§tkin§za M2), kter§ aktivovala kasp§zu 3 a 8, coģ 

vede k uvolnŊn² gasderminu D a aktivaci pyropt·zy. Naopak zvĨġen§ exprese PKM2 inhibovala 

pyropt·zu pŚi PDT (Li et al., 2021). 

3.1.6.5.4 Parthanatos 

Parthanatos je dalġ²m typem regulovan® bunŊļn® smrti zaloģen® na nadmŊrn® aktivaci PARP1 

(poly(ADP-rib·za)polymer§za 1) a nez§vis² na kasp§z§ch. PARP1 mŢģe bĨt aktivov§no UV z§Śen²m ļi 

tvorbou ROS. AktivovanĨ PARP1 vede k akumulaci PAR polymerŢ a NAD+ vedouc²ho k vyļerp§n² 

ATP a energetick®mu kolapsu. Doch§z² i k mitochondri§ln² depolarizaci a uvolnŊn² faktoru indukuj²c²ho 

apopt·zu (AIF), kterĨ interaguje s faktorem inhibuj²c²m migraci makrof§gŢ (MIF) za vzniku komplexu 

AIF/MIF, kterĨ vstupuje do j§dra, kde dojde k fragmentaci DNA a dojde k bunŊļn® smrti. Zaj²mav® je, 

ģe PARP1 mŢģe pŢsobit buŅ jako n§dory stimuluj²c², nebo naopak n§dory potlaļuj²c² faktor, a to v 

z§vislosti na typu n§doru a m²Śe jeho aktivace. Proto je dŢleģitĨ dalġ² vĨzkum parthanatos 

v protin§dorov® terapii s dŢrazem na objasnŊn² mechanismŢ tohoto typu bunŊļn® smrti (Liu et al., 2022). 

Soriano et al. potvrdili pŚ²tomnost parthanatos pŚi pouģit² PDT. Testovali dva PS (sodnou sŢl meso-

tetrakis(4-karboxyfenyl)porfyrinu (Na-H2TCPP) a jeho zineļnatĨ deriv§t (Na-ZnTCPP)) na lidskĨch 

prsn²ch epiteli§ln²ch bunŊļnĨch lini²ch ï n§dorovĨch (SKBR-3) a nen§dorovĨch (MCF-10A). Zjistili, 

ģe mechanismy bunŊļn® smrti byly z§visl® na typu bunŊļn® linie. U n§dorov® linie (SKBR-3) 

pŚevaģovala apopt·za a nekr·za. U nen§dorov® linie MCF-10A pŚevl§daly znaky nekr·zy i apopt·zy, 

ale byla zjiġtŊna i bunŊļn§ smrt z§visl§ na PARP1 a translokace AIF do j§dra (Soriano et al., 2017). 

3.2 Fotodynamick§ terapie c²len§ c®vy (VTP) 

C®vn² z§soben² je kl²ļov® pro dod§n² ģivin a kysl²ku pro tk§nŊ, ale i pro n§dory. N§dory od urļit® 

velikosti maj² snahu vytvoŚit vlastn² c®vn² z§soben². D²ky t®to n§dorov® angiogenezi doch§z² k progresi 

n§doru, ale i moģn®mu rozvoji metast§z. Zac²len²m PDT na c®vn² syst®m (VTP) vedouc² k n§dorov® 

tk§ni mŢģeme dos§hnout naruġen² struktury c®v a vyvolat tak n§slednou hypoxii s n§sledkem bunŊļn® 

smrti. Na druhou stranu by ale mohlo vzniklou hypoxi² doj²t k aktivaci VEGF, kterĨ je spouġtŊļem 
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angiogeneze. U VTP se pouģ²v§ kr§tkĨ DLI, d²ky kter®mu zac²l²me na c®vy spojen® s n§dorem a 

zpŢsob²me jejich poġkozen². Poġkozen²m n§dorovĨch c®v dojde k jejich z¼ģen² a k tvorbŊ sraģenin. To 

zpŢsob² uzavŚen² c®v a znemoģn² se tak pŚ²sun kysl²ku a ģivin do n§doru. VTP tak pŚin§ġ² zaj²mavĨ 

terapeutickĨ pŚ²stup. Na rozd²l od klasick® PDT se pouģ²vaj² m®nŊ hydrofobn² PS, protoģe nen² nutn§ 

jejich akumulace v n§doru, a t²m se i sniģuje riziko fotosenzitivity. VĨhodou je tak® pŚ²tomnost kysl²ku 

v c®vn²m syst®mu, coģ pŚisp²v§ k produkci ROS. V n§dorech se mŢģe projevovat hypoxie a t²m 

neumoģnit dostateļnou ¼ļinnost PDT (Wang et al., 2013a).  

NejvĨznamnŊji se VTP uplatnilo v l®ļbŊ karcinomu prostaty u pacientŢ s n²zkĨm rizikem. K t®to l®ļbŊ 

byl schv§len padeliporfin (TookadÈ Soluble). VĨhodou je vznik ROS pouze v m²stŊ oz§Śen², jak jiģ 

bylo zm²nŊno vĨġe, d²ky sv® kr§tk® ģivotnosti (plat² i pro konvenļn² PDT). V tomto pŚ²padŊ ale sp²ġe 

vznikaj² superoxidov® a hydroxylov® radik§ly. N§slednŊ doch§z² k uzavŚen² c®v a masivn² ischemick® 

smrti n§dorov® tk§nŊ. Rozv²j² se i z§nŊtliv§ reakce, kter§ aktivuje imunitn² syst®m (Preise et al., 2011). 

V USA byla dokonļena II. f§ze klinick® studie zamŊŚena na ¼ļinnost, bezpeļnost a kvalitu ģivota po 

pod§n² pŚ²pravku TOOKADÈ Soluble pacientŢ se stŚedn²m rizikem karcinomu prostaty 

(NCT03315754). Tak® prob²h§ klinick® hodnocen² s ve vodŊ rozpustnĨm deriv§tem padeliporfinu 

(WST11) ï I. f§ze klinick®ho hodnocen² VTP u pacientŢ s rakovinou j²cnu a ģaludku se stŚednŊ tŊģkou 

aģ tŊģkou dysfagi² (NCT03133650) a v roce 2025 byla ukonļena klinick§ studie u pacientŢ s 

karcinomem moļov®ho mŊchĨŚe horn²ch cest moļovĨch (NCT03617003) (Yip et al., 2023, Mashayekhi 

et al., 2019).  

VTP se tak® vyuģ²v§ k destrukci choroid§ln² neovaskularizace (CNV), kter§ je pŚ²ļinou vŊkem 

podm²nŊn® vlhk® formy makul§rn² degenerace (AMD). Principem je lokalizovan® poġkozen² 

novotvoŚenĨch c®v, coģ vede k omezen² rŢstu l®ze a t²m i ke sn²ģen² rizika progresivn² ztr§ty zraku. 

VĨhodou t®to metody je relativn² ġetrnost k okoln² neurosenzorick® s²tnici, kter§ nad CNV pŚetrv§v§ 

neporuġen§. TerapeutickĨ ¼ļinek VTP se projevuje Śadou postupnŊ navazuj²c²ch procesŢ, zahrnuj²c²ch 

poġkozen² endotelu, zvĨġenou c®vn² permeabilitu a exsudaci, vznik fototromb·zy v c®v§ch, n§slednou 

rekanalizaci a reproliferaci c®vn²ch struktur, spojenou s aktivac² angiogenn²ch faktorŢ ï zejm®na 

vaskul§rn²ho endotelov®ho rŢstov®ho faktoru (VEGF). PŚi opakovanĨch aplikac²ch se proces uzav²r§ 

fibrotizac² a postupnĨm ¼tlumem aktivity l®ze. VĨslednĨ efekt VTP je vĨznamnŊ ovlivnŊn jednak 

pouģitĨm PS, jednak ļasovĨm intervalem mezi jeho pod§n²m a osvitem. JedinĨm schv§lenĨm PS pro 

klinick® vyuģit² v oftalmologii je verteporfin, a to pŚedevġ²m d²ky sv® selektivitŊ k neovaskul§rn²m l®z²m 

a vhodn®mu farmakokinetick®mu profilu (Garg and Hadziahmetovic, 2024, Yang et al., 2020).  

Verteporfin je lipofiln² molekula, coģ usnadŔuje jej² zaļlenŊn² do bunŊļnĨch membr§n a t²m i zvĨġen² 

terapeutick® ¼ļinnosti. Z hlediska c²len® akumulace v neovaskul§rn² tk§ni hraje kl²ļovou roli vazba 

verteporfinu na lipoproteiny s n²zkou hustotou (LDL). Vzhledem k tomu, ģe metabolismus LDL je v 

patologicky novotvoŚenĨch c®v§ch zvĨġen, doch§z² k preferenļn²mu vychyt§v§n² PS pr§vŊ v tŊchto 
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struktur§ch. Pro klinick® pouģit² je proto verteporfin formulov§n do lipozom§ln² l®kov® formy 

(VisudyneÈ), kter§ podporuje jeho vazbu na lipoproteiny, zvyġuje fototoxickĨ efekt v c²lovĨch tk§n²ch 

a z§roveŔ umoģŔuje internalizaci do bunŊk prostŚednictv²m LDL receptorŢ (Kawczyk-Krupka et al., 

2015, Feenstra et al., 2024). 

 

3.3 Fotoimunoterapie (PIT) 

Fotoimunoterapie (PIT) je zaloģena na kombinaci fototerapie a imunoterapie. StejnŊ jako u PDT je nutn§ 

aktivace PS svŊtlem o vhodn® vlnov® d®lce, ale ¼ļinnost PIT bĨv§ vyġġ² d²ky protil§tk§m ļi peptidŢm, 

kter® jsou zac²len® na n§dorovou tk§Ŕ. Mezi nejv²ce rozv²jenou metodu patŚ² PIT v bl²zk® infraļerven® 

oblasti spektra (NIR-PIT) s c²lem eliminovat n§dorov® buŔky, bez poġkozen² zdravĨch tk§n². Konjugace 

PS s monoklon§ln² protil§tkou (mAb) vede ke zlepġen² zac²len² n§dorov® tk§nŊ. To pŚin§ġ² zvĨġen² 

¼ļinnosti t®to l®ļby a sn²ģen² moģnĨch vedlejġ²ch ¼ļinkŢ. D²ky pokrokŢm v oblasti technologie vĨroby 

protil§tek byly vytvoŚeny rŢzn® mAb, fragmenty protil§tek ļi affibodies (mal®, robustn² proteiny 

s vysokou afinitou k velk®mu mnoģstv² proteinŢ ļi peptidŢ, napodobuj² mAb) pro vyuģit² v PIT. Jako 

nejslibnŊjġ² PS pro NIR-PIT byl shled§n kŚem²kovĨ ftalocyanin nesouc² oznaļen² IRDye 700DX 

(zkr§cenŊ IR700). Prvn² klinick§ studie (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02422979) zamŊŚen§ na 

n§dory hlavy a krku, prok§zala ¼ļinnost IR700 konjugovan®ho s cetuximabem, kterĨ c²l² na EGFR 

receptor a byla dokonļena v roce 2017 (Kobayashi and Choyke, 2019). O dva roky pozdŊji byla zah§jena 

tŚet² f§ze klinick® studie l®ļby pacientŢ s n§dory hlavy a krku l§tkou ASP-1929, u kterĨch selhaly 

vġechny pŚedeġl® l®ļby (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03769506). OpŊt se jedn§ o kombinaci IR700 

s cetuximabem, kterĨ je nav²c kombinov§n s pembrolizumabem (c²l² na PD-1). Tato l®ļba je 

porovn§v§na s konvenļn² l®ļbou n§dorŢ hlavy a krku. Preklinick§ data uk§zala na fakt, ģe ASP-1929 

vyvol§v§ nekr·zu a imunogenn² bunŊļnou smrt, ļ²mģ se aktivuje protin§dorov§ imunitn² reakce, a 

v kombinaci s terapi² anti-PD-1 pŢsob² synergicky a protin§dorov§ aktivita imunitn²ho syst®mu se 

zn§sobuje. C²lem t®to f§ze studie je hlavnŊ zhodnotit bezpeļnost a ¼ļinnost ASP-1929 PIT v kombinaci 

s pembrolizumabem (Maniakas et al., 2025).  
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Tabulka 2 Vybran® studie zamŊŚen® na NIR-PIT pŚi l®ļbŊ solidn²ch n§dorŢ. Je uveden vģdy typ n§doru, proti 

kter®mu antigenu bylo c²leno, s ļ²m byl PS konjugov§n, kter® bunŊļn® linie byly pouģity. PŚevzato a upraveno z 

(Paraboschi et al., 2021). 

Typ n§doru C²lenĨ antigen Konjug§t s BunŊļn§ linie pouģit§ in vitro 

Urologick® n§dory       

n§dor moļov®ho 

mŊchĨŚe 
EGFR panitumumab UMUC-5; UMUC-3 

n§dor prostaty PMSA anti-PMSA PC3 

N§dory GIT    

n§dor pankreatu CEA anti-CEA BxPC-3 

kolorekt§ln² karcinom GPA33 A33scFv protil§tka LS174 T, COLO205 

N§dory plic    

NCSLC HER2 trastuzumab Calu3 

papil§rn² adenokarcinom PD-L1 avelumab H441 

plicn² metast§ze HER2 trastuzumab 3T3/HER2 

N§dory hlavy a krku    

karcinom dlaģdicovĨch 

bunŊk ¼stn² dutiny 

(OSCC) 

CD44 anti-CD44 
MOC1, MOC2-luc, MOC2-

mKate2 

Gynekologick® n§dory    

triple-negativn² n§dor 

prsu 
EGFR cetuximab MDAMB231, MDAMB468 

n§dor prsu HER2 HER2 affibody 
SK-BR3, BT474, MDA-

MB361 

N§dory mozku    

glioblastom AC133/CD133 anti-AC133 CD133-OE U251, NCH421k 

glioblastom EGFR anti-EGFR affibody U87-MGvIII 
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Charakteristikou NIR-PIT je vysok§ selektivita vŢļi n§dorŢm, a to d²ky konjugaci PS s protil§tkou, kter§ 

se nav§ģe na povrchov® markery na n§dorovĨch buŔk§ch. CelĨ proces eliminace bunŊk zaļ²n§ aktivac² 

PS svŊtlem o vhodn® vlnov® d®lce, v pŚ²padŊ IR700 pŚi 690 nm. Nav§z§n²m konjug§tu pŚev§ģnŊ na 

n§dorov® buŔky, kter® nadmŊrnŊ exprimuj² c²len® n§dorov® antigeny, je aktivace PS svŊtlem selektivn², 

a pŚev§ģnŊ jsou usmrcov§ny malign² buŔky. IR700 je ve vodŊ rozpustnĨ, s§m o sobŊ netoxickĨ a snadno 

moļ² vyluļitelnĨ PS. VĨhodou t®to terapie je pos²len² protin§dorov® imunitn² odpovŊdi. Po NIR-PIT 

doch§z² k rychl®mu uvolŔov§n² n§dorovŊ specifickĨch antigenŢ, kter® aktivuj² dendritick® buŔky a d§le 

T-lymfocyty, a tak doch§z² ke zprostŚedkovan®mu usmrcen² n§dorovĨch bunŊk. Tento proces se nazĨv§ 

imunogenn² bunŊļn§ smrt. VĨhodou NIR-PIT je moģnost opakovat nŊkolikr§t l®ļbu, ale taky moģnost 

pŚi nedostateļn® d§vce l®ļiva ļi nerovnomŊrn®mu doruļen² do malign² tk§nŊ, vyvolat imunitn² reakci 

na n§dorov® buŔky (Kobayashi and Choyke, 2019)  

 

NIR-PIT lze vyuģ²t u jak®hokoliv typu n§doru, kterĨ nadmŊrnŊ exprimuje specifick® proteiny, proti 

kterĨm lze vytvoŚit vhodnou monoklon§ln² protil§tku. ĐspŊġnŊ byl konjugov§n PS s protil§tkami 

zac²lenĨmi proti EGFR, HER2, PSMA (Nagaya et al., 2017), CEA (Maawy et al., 2015), GPC3 

(Hanaoka et al., 2015), mezotelinu (Nagaya et al., 2016c), CD25 (Nakajima et al., 2013) , CD20 (Nagaya 

et al., 2016b) nebo PD-L1 (Nagaya et al., 2016a). Velk§ pozornost je vŊnov§na glykoproteinŢm CD44 

a CD133 souvisej²c²ch s n§dory, kter® jsou spojov§ny s PS a vyuģ²v§ny v r§mci NIR-PIT u karcinomu 

prsu ļi glioblastomu (Jing et al., 2016, Jin et al., 2016). Vybran® pŚ²klady n§dorŢ l®ļeny NIR-PIT jsou 

uvedeny v Tabulce 2 
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3.4 Fotochemick§ internalizace (PCI) 

Fotochemick§ internalizace pŚedstavuje unik§tn² terapeutickĨ pŚ²stup zaloģenĨ na Ś²zen®m uvolnŊn² 

terapeutickĨch makromolekul z endozomŢ a lyzozomŢ do cytoplazmy pomoc² sublet§ln² d§vky PDT 

(Ġoġiĺ et al., 2020). Princip t®to technologie spoļ²v§ v pouģit² amfifiln²ho PS (nejļastŊji TPCS2a) (Selbo 

et al., 2010). Ten se nejprve lokalizuje v plazmatick® membr§nŊ, aniģ by ji zcela pŚekroļil, a n§slednŊ 

se postupnŊ hromad² v membr§n§ch endocyt§rn²ch v§ļkŢ. D²ky adsorpļn² endocyt·ze je PS spoleļnŊ 

s terapeutickou molekulou lokalizov§n v endolyzozom§ln²m kompartmentu (Berg et al., 2011). Po 

oz§Śen² svŊtlem o specifick® vlnov® d®lce doch§z² k aktivaci PS a ke vzniku ROS. PCI tak vych§z² z 

principŢ PDT. ROS naruġuj² membr§ny endozomŢ a lyzozomŢ, coģ vede k uvolnŊn² zachycenĨch l§tek, 

kter® by jinak byly v lyzozomech degradov§ny (Ġoġiĺ et al., 2020). Mechanismus PCI je naznaļen na 

Obr. 5.  

PCI tedy dok§ģe zvĨġit terapeutickĨ ¼ļinek cel® Śady molekul, od rŢznĨch typŢ makromolekul aģ po 

nŊkter§ chemoterapeutika, kter§ bĨvaj² bŊģnŊ zachycena v endozomech a lyzozomech. PCI tedy 

nepŚedstavuje pouze metodu pro intracelul§rn² dod§v§n² l§tek, ale z§roveŔ technologii, kter§ zvyġuje 

pŚesnost c²len² l®ļby a ¼ļinnost pod§vanĨch l®ļiv (Shin et al., 2018). Na rozd²l od klasick® PDT, jej²mģ 

prim§rn²m c²lem je pŚ²m§ destrukce n§dorovĨch bunŊk prostŚednictv²m fototoxick®ho efektu, PCI 

vyuģ²v§ svŊtlem Ś²zen®ho mechanismu k usnadnŊn² intracelul§rn²ho transportu l®ļiv. PS pouģit® v PCI 

jsou lokalizov§ny v membr§n§ch endozomŢ a po oz§Śen² svŊtlem generuj² 1O, kterĨ zpŢsob² selektivn² 

permeabilizaci membr§n. T²mto zpŢsobem lze zvĨġit dostupnost ġirok®ho spektra terapeutik v 

cytoplazmŊ, vļetnŊ imunotoxinŢ, genŢ v§zanĨch na kationtov® nosiļe nebo virov® vektory, oligo- a 

polynukleotidŢ pouģ²vanĨch k modulaci genov® exprese, a tak® konvenļn²ch cytostatik ļi 

nanoļ§sticovĨch l®ļiv (Jerjes et al., 2020). 

 

3.4.1 Proteiny inaktivuj²c² ribosomy (RIPs) 

Proteiny inaktivuj²c² ribozomy (RIPs) je skupina enzymŢ blokuj²c²ch N-glykosid§zovou aktivitou 

ribozomy, kdy doch§z² ke ġtŊpen² specifick®ho adeninov®ho zbytku v molekule 28S rRNA velk® 

ribosom§ln² podjednotky (60S), nevratnŊ inhibuje translaci, t²m se znemoģn² synt®za proteinŢ a 
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n§sleduje bunŊļn§ smrt (Lapadula et al., 2017, Walsh et al., 2013, Bolognesi et al., 2016, Pizzo and Di 

Maro, 2016). 

 

Obr§zek 5 Schematick® zn§zornŊn² fotochemick® internalizace. Amfifiln² PS se nav§ģe na membr§nu a spoleļnŊ 

s l®ļivem je pohlcen endocyt·zou a dost§v§ se tak do endozomu. Po oz§Śen² dojde k ruptuŚe membr§ny endozomŢ 

a k uvolnŊn² l®ļiva, kter® tak mŢģe naj²t svŢj terapeutickĨ c²l. PŚevzato z (Butt et al., 2022). 

KromŊ sv® cytotoxick® aktivity vykazuj² RIPs i dalġ² biologick® ¼ļinky, kter® nejsou nutnŊ spojeny s 

jejich N-glykosid§zovou funkc². U nŊkterĨch RIPs byla pops§na tak® doplŔkov§ enzymatick§ aktivita: 

napŚ²klad adenin-polynukleotid-glykosyl§zov§, fosfat§zov§, chitin§zov§, DN§zov§ ļi 

superoxiddismut§zov§ aktivita (Barbieri et al., 2004, Citores et al., 2021). 

RIPs se obecnŊ dŊl² na monomern² typ I a dimerickĨ typ II. RIPs typu II jsou tvoŚeny dvŊma 

podjednotkami ï katalytickĨm ŚetŊzcem A, kterĨ vykazuje toxickou N-glykosid§zovou aktivitu, a 

lektinovĨm ŚetŊzcem B, jenģ zprostŚedkov§v§ vazbu na galakt·zov® zbytky na povrchu savļ²ch bunŊk. 

Tato schopnost podstatnŊ zvyġuje jejich toxicitu oproti typŢm I, kter® vazebnou dom®nu postr§daj² a jen 

obt²ģnŊ pronikaj² do bunŊk (Pizzo and Di Maro, 2016). 

Toxicita RIPs ¼zce souvis² s jejich intracelul§rn²m transportem, kterĨ se mŢģe liġit v z§vislosti na typu 

buŔky, pŚ²tomnosti specifickĨch receptorŢ na membr§nŊ a zpŢsobu smŊrov§n² toxin-ligand komplexŢ v 

r§mci bunŊļnĨch kompartmentŢ. Zaj²mav® je, ģe u nŊkterĨch rostlinnĨch RIPs byla zjiġtŊna 
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enzymatick§ aktivita bez prokazateln® toxicity, coģ je pŚipisov§no jejich odliġn®mu intracelul§rn²mu 

smŊrov§n² a degradaci (Bolognesi et al., 2016). 

ObecnŊ RIPs vstupuj² do buŔky vazbou na bunŊļn® receptory, n§slednou endocyt·zou a translokac² do 

cytoplazmy. U RIPs typu II, jako je ricin, doch§z² po vazbŊ na galakt·zov® zbytky k retrogr§dn²mu 

transportu pŚes Golgiho apar§t do endoplazmatick®ho retikula, kde se oba ŚetŊzce oddŊl² a aktivn² 

ŚetŊzec A je uvolnŊn do cytoplazmy. Oproti tomu RIPs typu I, kter® postr§daj² lektinovĨ ŚetŊzec, 

pronikaj² do cytoplazmy obt²ģnŊji a vyuģ²vaj² dr§hu nez§vislou na Golgiho syst®mu (Bolognesi et al., 

2016). 

V n§sleduj²c²ch podkapitole bude diskutov§n pouze saporin (z§stupce RIPs typu I), protoģe byl jako 

jedinĨ z RIPs pouģit v r§mci t®to disertaļn² pr§ce. 

3.4.1.1 Saporin 

Saporin je RIPs typu I izolovanĨ ze semen Saponaria officinalis (mydlice l®kaŚsk§). Cytotoxicita 

saporinu z§vis² pŚedevġ²m na jeho schopnosti proniknout do bunŊk prostŚednictv²m endocyt·zy. Tento 

proces zahrnuje pohlcen² makromolekul, tekutin a rozpuġtŊnĨch l§tek do ļasn®ho endozomu, kterĨ 

n§slednŊ dozr§v§ v pozdn² endozom a nakonec splĨv§ s lyzozomem, ļ²mģ vznik§ endolyzozom. V tomto 

kompartmentu doch§z² k degradaci obsahu pomoc² lyzozom§ln²ch enzymŢ. Limituj²c²m krokem je ¼nik 

saporinu z endozomu do cytoplazmy, aby mohl m²t cytototoxickĨ ¼ļinek. Tento krok je pŚedmŊtem 

vĨzkumu (Giansanti et al., 2018, Ancheta et al., 2023). Vago et al. porovn§vali intracelul§rn² dr§hy 

saporinu, ricinu a bakteri§ln²ch toxinŢ. VĨsledkem bylo zjiġtŊn², ģe ricin (RIP typu II) je po endocyt·ze 

transportov§n pŚes Golgiho apar§t do endoplazmatick®ho retikula, zat²mco saporin t²mto mechanismem 

neproch§z². Saporin oznaļili fluorescenļnŊ a byla potvrzena kolokalizace s lyzozomy a pozdn²mi 

endozomy, ale nebyla potvrzena kolokalizace s Golgiho apar§tem (Vago et al., 2005).  

VĨhodou je jeho vysok§ odolnost vŢļi vysokĨm teplot§m, denaturaci ļi proteolytickĨm enzymŢm.  

VĨhodn§ je tak® stabilita pŚi modifikaļn²ch nebo konjugaļn²ch reakc²ch, kdy se st§v§ vhodnĨm 

kandid§tem pro tvorbu IT, kter® jsou sloģeny z protil§tky a toxinu. IT maj² za c²l niļit n§dorov® buŔky 

pomoc² specifick®ho zac²len² d²ky protil§tk§m a cytotoxick®ho ¼ļinku toxinu (Allahyari et al., 2017). 

V roce 1985 byla na saporin poprv® nav§z§na myġ² monoklon§ln² protil§tka anti-Thy 1.1 (OX-7) a tak® 

jej² F(abô)2 fragment a byla porovn§v§na jejich ¼ļinnost (Thorpe et al., 1985). Rituximab, chim®rick§ 

monoklon§ln² protil§tka proti antigenu CD20, se pouģ²v§ pŚi l®ļbŊ nehodgkinsk®ho lymfomu (NHL) 

nebo chronick® lymfocyt§rn² leuk®mie u CD20+ pacientŢ (Mahadevia et al., 2024). Rituximab byl 

spojen se saporinem za vzniku IT rituximab/saporin-S6, kterĨ vykazoval vysokou selektivn² toxicitu 

vŢļi CD20+ bunŊļnĨm lini²m Raji (suspenzn² bunŊļn§ linie odvozen§ z Burkittova lymfomu) a D430B 

(bunŊļn§ linie B-lymfocytŢ infikovan§ virem EpsteinïBarrov®), coģ se projevilo vĨraznou inhibic² 

synt®zy proteinŢ a indukc² apopt·zy. Konjugace se saporinem-S6 zvĨġila jeho ¼ļinnost pŚibliģnŊ o dva 

Ś§dy, s hodnotami IC  mezi 0,1ï0,3 nM. PŚi koncentraci 10 nM navodil imunotoxin apopt·zu u vŊtġiny 
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testovanĨch bunŊk a zcela odstranil kolonie Raji, zat²mco nekonjugovan§ smŊs protil§tky a toxinu 

takov®ho ¼ļinku nedos§hla. Kombinace s fludarabinem d§le zes²lila cytotoxickĨ efekt a vedla k ¼pln® 

eliminaci n§dorovĨch bunŊk (Polito et al., 2004). U akutn² B-lymfocyt§rn² lymfoblastick® leuk®mie je 

c²lem CD-22. Konjug§t HB22.7saporin se v§zal na CD22 u bunŊļnĨch lini² REH (lidsk§ bunŊļn§ linie 

s lymfoblastickou morfologi²), JM1 (pre-B lymfoblastov® buŔky) a Jurkat (imortalizovan§ linie lidskĨch 

T-lymfocytŢ) a vykazoval silnou a specifickou cytotoxicitu. U xenograftov®ho myġ²ho modelu 

NOD/SCID indukovan®ho REH bunŊļnou lini² doġlo k prodlouģen² doby pŚeģit² pŚi l®ļbŊ konjug§tem 

HB22.7-saporin (Kato et al., 2013).  

VytvoŚen² konjug§tu saporinu s protil§tkami zac²lenĨmi na specifick§ m²sta u n§dorovĨch bunŊk zvyġuj² 

toxicitu samotn®ho saporinu. Dalġ²mi kroky pro vylepġen² l®ļby n§dorovĨch onemocnŊn², zejm®na 

solidn²ch n§dorŢ, je zlepġen² n§vrhu IT a zefektivnŊn² jejich transportu k potŚebn®mu c²li. Mezi metody, 

jak zvĨġit cytotoxicitu IT, je vyuģit² PCI. (Thakur et al., 2013, Weng et al., 2012, Smith et al., 2019, 

Gilabert-Oriol et al., 2016).  

3.4.2 PCI v klinickĨch studi²ch  

Nejv²ce pouģ²vanĨm PS v r§mci PCI je fimaporfin (TPCS2a), kterĨ byl poprv® testov§n v I. f§zi 

klinick®ho testov§n² (ClinicalTrials.gov identifier: NCT00993512) v roce 2008. Potvrdila se bezpeļnost 

a tolerance fimaporfinu, kterĨ tak mohl bĨt pouģit v kombinaci s bleomycinem k l®ļbŊ pacientŢ 

s pokroļilĨmi a recidivuj²c²mi solidn²mi n§dory. Byly prok§z§ny vĨznamn® protin§dorov® ¼ļinky u 

pacientŢ se spinocelul§rn²m karcinome hlavy a krku, ale tak® u sarkomu nebo u chemorezistetn²ho 

dukt§ln²ho karcinomu prsu (Sultan et al., 2016). Ve studii f§ze I/II byla sledov§na bezpeļnost, 

sn§ġenlivost a ¼ļinnost PCI gemcitabinu indukovan® fimaporfinem u pacientŢ s pokroļilĨm 

neoperovatelnĨm cholangiokarcinomem. Studie uk§zala, ģe kombinace PCI s gemcitabinem vĨraznŊ 

zvyġuje jeho ¼ļinnost. U pacientŢ s cholangiokarcinomem byla tato metoda dobŚe sn§ġena, bez 

z§vaģnĨch vedlejġ²ch ¼ļinkŢ. U vŊtġiny pacientŢ doġlo k zastaven² rŢstu n§doru, pŚiļemģ nejlepġ² 

vĨsledky byly zaznamen§ny u tŊch, kteŚ² dostali nejvyġġ² d§vky (0,25 mg/kg fimaporfinu, 30 J/cm a 

1000 mg/kg gemcitabinu. T®mŊŚ polovina pacientŢ reagovala na l®ļbu, vļetnŊ dvou pŚ²padŢ ¼pln®ho 

vymizen² n§doru. Po ġesti mŊs²c²ch bylo bez zn§mek zhorġen² 75 % pacientŢ a prŢmŊrn§ d®lka pŚeģit² 

byla pŚes 15 mŊs²cŢ ï u nejvyġġ² d§vky dokonce t®mŊŚ 23 mŊs²cŢ (Trojan et al., 2022).  

Vzhledem k tomu, ģe PCI umoģŔuje efektivn² uvolnŊn² l§tek do cytosolu (mj. tak® antigenŢ a t²m 

podporuje prezentaci na MHC I), byla tato technologie testov§na tak® jako n§stroj ke zlepġen² 

imunogenicity terapeutickĨch i profylaktickĨch vakc²n. Otterhaug et al. popsali studii f§ze I u zdravĨch 

dobrovoln²kŢ, aby mohla bĨt posouzena bezpeļnost, sn§ġenlivost a imunitn² reakce po oļkov§n² pomoc² 

PCI s fimaporfinem a poly-ICLC (Hiltonol) adjuvantem (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02947854). 

PŚi PCI vakcinaci se intraderm§lnŊ pod§vala smŊs fimaporfinu, antigenŢ a adjuvantŢ a m²sto vpichu 

bylo n§slednŊ oz§Śeno. Ve studii s 96 zdravĨmi dobrovoln²ky se uk§zalo, ģe n²zk® d§vky fimaporfinu 
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(do 17,5 Õg) jsou bezpeļn®, zat²mco vyġġ² d§vky mohou zpŢsobit lok§ln² podr§ģdŊn², jako je zarudnut² 

kŢģe a bolest pŚi osvŊtlen². CelkovŊ byly syst®mov® vedlejġ² ¼ļinky vz§cn® a m²rn®. Technologie PCI 

vĨraznŊ zlepġila imunitn² reakci ï poļet dobrovoln²kŢ s aktivn² T-lymfocyt§rn² odpovŊd² na HPV 

vakc²nu byl aģ desetkr§t vyġġ² neģ u bŊģn® metody bez PCI. Nav²c se objevila silnŊjġ² a rŢznorodŊjġ² 

odpovŊŅ CD8+ T-lymfocytŢ a lepġ² tvorba protil§tek po oļkov§n² KLH antigenem (Otterhaug et al., 

2021).  

3.4.3 PCI ve spojen² s imunotoxiny  

Bostad et al. prok§zali zvĨġen² cytotoxick®ho ¼ļinku IT zamŊŚen®ho na CD133, kterĨ je exprimov§n 

n§dorovĨmi buŔkami, za pomoc² PCI (TPCS2a). IT tvoŚ² komplex anti-CD133 se saporinem. Đļinnost 

PCI anti-CD133-saporin byla zaznamen§na jiģ ve femtomol§rn²ch koncentrac²ch na n§dorovĨch 

buŔk§ch z tlust®ho stŚeva (WiDr a HCT116) a slinivky bŚiġn² (BxPC-3). Fluorescenļn² mikroskopi² 

prok§zali specifick® nav§z§n² anti-CD133 i jeho internalizaci. Kolokalizace anti-CD133 s TPCS2a byla 

potvrzena v endozomech/lyzozomech (Bostad et al., 2013). V dalġ² pr§ci zamŊŚen® na zlepġen² ¼ļinnosti 

IT za pomoc² PCI (TPCS2a) byla pouģita monoklon§ln² protil§tka CD44 (IM7) zamŊŚen§ na vġechny 

izoformy CD44 nav§zanou pŚes streptavidinovou vazbu na saporin. Byla zkoum§na ¼ļinnost IT na 

agresivn²ch buŔk§ch n§dorŢ prostaty, tlust®ho stŚeva a prsu a na sarkomy. AutoŚi uv§dŊj², ģe PCI 

pŚedstavuje zpŢsob, jak pŚekonat limitace terapie c²len® na CD44, jehoģ exprese nen² omezena pouze na 

n§dorov® buŔky, ale zahrnuje i epitelov®, endotelov® a myeloidn² buŔky.  BuŔky nezasaģen® svŊtlem 

(nutn® k aktivaci TPCS2a) zŢstanou nezasaģeny a c²leno bude pŚedevġ²m na malign² buŔky. Tento 

koncept vġak mus² bĨt ovŊŚen in vivo (Bostad et al., 2014). Mezi dalġ² c²le IT byl zvolen 

transmembr§novĨ proteoglykan CSPG4/NG2 silnŊ exprimovanĨ melanomem a triple-negativn²m 

karcinomem prsu (TNBC) a m§ vĨznamnĨ pod²l na rŢstu a pŚeģ²v§n² n§dorovĨch bunŊk a podporuje 

rezistenci k protin§dorov® terapii. Eng et al. vytvoŚili IT c²lenĨ na CSPG4 ve spojen² se saporinem 

(225.28-saporin) k eliminaci bunŊk melanomu a TNBC bunŊk. SvŊtlem byl aktivov§n TPCS2a, kterĨ ve 

spojen² s IT pŢsobil synergicky. Đļinnost z§visela tak® na d§vce svŊtla a expresi CSPG4 bunŊļnĨmi 

liniemi. U tŚech TNBC CSPG4 pozitivn²ch bunŊļnĨch lini²ch (MDA-MB-435 ï silnŊ pozitivn², MDA-

MB-231 a SUM149 ï pozitivn²) a u dvou CSPG4 pozitivn²ch melanomovĨch bunŊļnĨch lini²ch 

(Melmet 1 a Melmet 5) byl prok§z§n silnĨ PCI 225.28-saporin ¼ļinek (nM koncentrace) v porovn§n² s 

PCI-saporin. U CSPG4 negativn²ch bunŊk (MCF-7) nebyl pozorov§n signifikantn² rozd²l mezi PCI-

225.28-saporin a PCI-saporin. OpŊt tedy bylo prok§z§no, ģe PCI mŢģe bĨt vyuģita jako ¼ļinn§, c²len§, 

svŊtlem Ś²zen§ strategie pro eliminaci n§dorovĨch bunŊk exprimuj²c²ch specifickĨ protein, v tomto 

pŚ²padŊ CSPG4 (Eng et al., 2018). 
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3.5 3D bunŊļn® modely 

N§dorov§ onemocnŊn² st§le pŚedstavuj² celosvŊtovŊ jednu z nejļastŊjġ²ch pŚ²ļin ¼mrt². Probl®mem je 

multifaktori§lnost onemocnŊn², buŔky mŊn² svoje norm§ln² chov§n² v abnorm§ln², typick® pro svŢj 

nekontrolovatelnĨ rŢst, zvĨġenou proliferaci a schopnost unikat imunitn²mu syst®mu. NejvŊtġ² vĨzvou 

pro klinickou praxi i vĨzkum tak zŢst§v§ vļasn§ diagnostika a nov® terapeutick® strategie. Mezi 

nejļastŊji pouģ²van® modely k testov§n² protin§dorovĨch l®ļiv patŚ² standardn² 2D bunŊļn® modely, 

tedy buŔky rostouc² v monovrstvŊ. VĨhodou je vysok§ reprodukovatelnost, jednoduch§ manipulace i 

finanļn² nen§roļnost. Vzhledem k tomu, ģe in vivo prostŚed² nelze adekv§tnŊ napodobit pomoc² 

jednoduch® monovrstvy bunŊk, zaļaly se v posledn²ch letech intenzivnŊ prosazovat 3D bunŊļn® modely. 

Tyto syst®my mnohem vŊrnŊji reprodukuj² architekturu n§doru i jeho mikroprostŚed². BuŔky pŚi rŢstu 

v monovrstvŊ postr§daj² gradienty ģivin a kysl²ku, nereprodukuj² trojrozmŊrnou tk§Ŕovou architekturu 

a nemohou napodobit sloģitou komunikaci mezi n§dorovĨmi buŔkami a strom§ln²mi ļi imunitn²mi 

buŔkami.  Z tŊchto dŢvodŢ se v souļasnosti st§le v²ce prosazuj² 3D bunŊļn® modely, kter® mnohem 

vŊrnŊji reprodukuj² strukturu n§doru i jeho mikroprostŚed². Sf®roidy vytv§Śej² charakteristick® funkļn² 

z·ny ð proliferuj²c² povrchovou vrstvu, stŚedn² oblast s pŚevahou klidovĨch bunŊk a centr§ln² 

hypoxick® j§dro vznikaj²c² v dŢsledku omezen® difuze kysl²ku a ģivin (Jubelin et al., 2022) (Obr. 6). 3D 

modely tak poskytuj² vhodnŊjġ² platformu pro studium n§dorov® heterogenity, bunŊļnĨch interakc² i 

mechanismŢ rezistence vŢļi protin§dorovĨm l®ļivŢm. Omezen§ penetrace l®ļiv do sf®roidŢ vŊrnŊ 

napodobuje rezistentn² fenotypy pozorovan® u solidn²ch n§dorŢ, napŚ²klad hypoxi² indukovanou 

l®kovou rezistenci (Ravi et al., 2017). D²ky tomu umoģŔuj² 3D syst®my pŚesnŊjġ² predikci terapeutick® 

odpovŊdi a mohou pomoci pŚeklenout propast mezi konvenļn²mi 2D modely a zv²Śec²mi experimenty, 

pŚiļemģ pŚedstavuj² eticky i ekonomicky pŚ²znivŊjġ² alternativu (Smith et al., 2022). VĨznam 3D modelŢ 

pro studium n§dorov® biologie a odpovŊdi na l®ļiva potvrzuj² i ned§vno publikovan® studie, kter® 

ukazuj² jejich pŚ²nos pŚi analĨze n§dorov® progrese, invazivn²ho chov§n² a mechanismŢ rezistence 

(Abbas et al., 2023, Hadi et al., 2020).  
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3.5.1 Sf®roidy 

 

Obr§zek 6 Sf®roidn² 3D kultury. A Sch®matick® zn§zornŊn² struktury sf®roidu: proliferuj²c² buŔky (oranģov§, 

vnŊjġ² vrstva), klidov® buŔky (ļerven§, prostŚedn² vrstva) a buŔky v hypoxick®m stŚedu (hnŊd§). Upraveno z 

(Ayvaz et al., 2021). B Sf®roid vytvoŚenĨ z bunŊļn® linie CT-26 v 11. den rŢstu (sn²mek z²skanĨ v naġ² 

laboratoŚi). 

 

Sf®rick® modely jsou nejļastŊji tvoŚeny z jednoho typu n§dorovĨch bunŊk. Sf®roidy napodobuj² 

komplexn² n§dorov® sc®n§Śe, jako je funkce a architektura tk§nŊ. VŊtġina dnes pouģ²vanĨch technik je 

nen§kladn§ a umoģŔuje reprodukovatelnou produkci velk®ho poļtu sf®roidŢ. Monotypick® sf®roidn² 

modely jsou sloģeny vĨhradnŊ z n§dorovĨch bunŊk, zat²mco heterotypick® sf®roidy obsahuj² jak 

n§dorov® buŔky, tak i jin® typy bunŊk, jako jsou fibroblasty, endoteli§ln² buŔky, imunitn² buŔky, pericyty 

a adipocyty. Tvorbu sf®roidŢ mŢģeme rozdŊlit do tŚ² f§z²: agregace bunŊk d²ky dlouhĨm vl§knŢm ECM, 

kter® nesou RGD tripeptidov® motivy, kter® umoģn² vazbu integrinŢ na povrchu bunŊk a zvĨġ² se tak i 

exprese kadherinŢ a hromadŊn² kadherinŢ na povrchu bunŊk. Vazba kadherin-kadherin mezi sousedn²mi 

buŔkami zpŢsob² vznik tŊsnĨch vazeb a rŢst sf®roidu. Integriny aktivuj² fok§ln² adhezn² kin§zu (FAK), 

kter§ se pod²l² na rŢstu, migraci a adhezi bunŊk d²ky jej² schopnosti pŚeskupovat aktinov§ filamenta a 

mikrotubuly. Vġechny tyto kroky vedou k rŢstu a zhuġtŊn² sf®roidu, kterĨ z²sk§v§ i kulovitĨ tvar. RŢstem 

se postupnŊ mŊn² struktura a organizace sf®roidu. Doch§z² k proliferaci, diferenciaci a vzniku gradientŢ. 

PostupnĨm rŢstem sf®roidu doch§z² k niģġ²mu prŢniku kysl²ku do hlubġ²ch vrstev sf®roidu, coģ vytvoŚ² 

hypoxii a nekr·zu ve stŚedu sf®roidu.  

Sf®roid lze vytvoŚit nŊkolika metodami, jejich vĨbŊr z§leģ² na vlastnostech dan® metody a co vyģaduje 

zamĨġlenĨ experiment. Sf®roid mŢģe vzniknout jak jednoduchĨmi metodami (visut§ kapka, pouģit² 

neadhezivn²ho povrchu v destiļk§ch), tak i sloģitĨm Ăbiotiskemñ (Ģivkoviĺ and Opaļak-Bernardi, 2025, 
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Gunti et al., 2021).  V Tabulce 3 jsou uvedeny pŚ²klady n§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch vhodnĨch pro 

tvorbu sf®roidŢ. 

Tabulka 3 PŚehled vybranĨch bunŊļnĨch lini²ch schopnĨch tvoŚit sf®roidy. 

N§dorov§ tk§Ŕ BunŊļn§ linie Citace 

prsn² 

MDA-MB-231, BT-20 

SKBR3, BT474 

MCF-7 

(Cavaco et al., 2021) 

(Arnaldi et al., 2025) 

(Crispim et al., 2025) 

plicn² 

A549 

INER-37, INER-51 

(Zanoni et al., 2016) 

(Barrera-Rodr²guez and Fuentes, 

2015) 

pankreat 

Panc-1 

MiaPaCa-2 

BxPC-3 

(Ware et al., 2016) 

(Cavo et al., 2020) 

(Trofimov et al., 2025) 

stŚevo 

HCT-116, HT-29, SW-620 

CaCo2 

(Folkesson et al., 2020) 

(Gheytanchi et al., 2021) 

mozek 

U87-MG 

SH-SY5Y 

(Audoin et al., 2022) 

(Suhito et al., 2021) 

 

3.5.1.1 Visut§ kapka 

Technika visut® kapky je nen§roļn§ metoda k tvorbŊ 3D bunŊļnĨch modelŢ. BunŊļn§ suspenze se 

nan§ġ² na vnitŚn² stranu v²ļka destiļky ļi Petriho misky a opatrnŊ se otoļ², aby kapka visela smŊrem 

dolŢ. D²ky gravitaci a povrchov®mu napŊt² v kapce se buŔky postupnŊ zaļ²naj² shlukovat v agreg§ty a 

n§slednŊ se mŢģe pomalu vytv§Śet sf®roid. VĨhodou t®to metody je finanļn² dostupnost (bŊģn® 

kultivaļn² n§doby), jednoduchost, i moģnost tvorby 3D bunŊļnĨch modelŢ z malĨch objemŢ bunŊļnĨch 

suspenz². NevĨhodou mŢģe bĨt n§roļnost pŚi vĨmŊnŊ m®dia ļi dalġ² manipulace (Raghavan et al., 2015). 

Kuo et al. pouk§zali na moģnost vyuģit² microarray syst®mŢ pŚi tvorbŊ 3D bunŊļnĨch modelŢ metodou 

visut® kapky, a tak m²t moģnost d²ky t®to metodŊ vysokokapacitnŊ testovat l®ļiva. Zdokonalili postup 

tak, aby bylo moģn® vytv§Śet vŊtġ² mnoģstv² kapek souļasnŊ. D²ky vyuģit² polydimethylsiloxanu jako 

povrchov®ho materi§lu platformy bylo moģn® vytv§Śet stabiln² kapky o objemu pŚibliģnŊ 1 ÕL, kter® 

byly stabilizov§ny kolagenn²mi vl§kny. Po jejich vytvoŚen² bylo nav²c moģn® propojit sousedn² kapky, 
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obsahuj²c² buŅ sf®roidy, nebo rŢstov® faktory, tenkou vrstvou m®dia. Takto vznikl® spojen² pak poskytlo 

podm²nky pro sledov§n² interakc² mezi bunŊļnĨmi populacemi i reakc² na biochemick® gradienty (Kuo 

et al., 2017). Tung et al. vytvoŚili 384 jamkovou destiļku pro tvorbu sf®roidŢ metodou visut® kapky, 

kter§ se ovl§d§ roboticky. Robotick® Ś²zen² nav²c umoģnilo snadnou vĨmŊnu i ¼pravu kultivaļn²ho 

m®dia, ļ²mģ se vyŚeġilo omezen² zpŢsoben® sluļov§n²m kapek. AutoŚi z§roveŔ uk§zali, ģe takto 

upraven§ metoda visut® kapky dok§ģe udrģet sf®roidy ģivotaschopn® i pŚi dlouhodobĨch experimentech 

a potvrdili jej² vhodnost pro testov§n² l®ļiv (Tung et al., 2011).  

3.5.1.2 Tvorba 3D bunŊļnĨch modelŢ za pomoci neadhezivn²ch povrchŢ 

Mezi dalġ² jednoduch® techniky k tvorbŊ 3D bunŊļnĨch modelŢ je moģnost vyuģ²t destiļky nebo jinĨ 

plast potaģenĨ nepŚilnavĨm materi§lem jako je agar·za ļi poly-HEMA (poly-2-hydroxymethyl-

methakral§t), na kterĨ se buŔky nepŚichyt². Mezi hlavn² vĨhody patŚ² moģnost pŚesnŊ definovat poļet 

bunŊk na jamku, coģ umoģŔuje vytv§Śet 3D bunŊļn® modely rŢzn® velikosti. Platforma z§roveŔ 

zajiġŠuje vysokou uniformitu sf®roidŢ, jejich kultivaci ve form§tu 96 jamkovĨch destiļek a t²m i dobrou 

reprodukovatelnost a robustnost. UmoģŔuje tak® testov§n² l®ļiv, sledov§n² rozvoje l®kov® rezistence, 

analĨzu genov® exprese a hodnocen² dalġ²ch biochemickĨch parametrŢ. Na trhu existuje velk® mnoģstv² 

komerļnŊ dostupnĨch destiļek s takto upravenĨm povrchem. VĨhodou je jednoduchost pŚi tvorbŊ 3D 

bunŊļnĨch modelŢ, kdy staļ² pŚidat bunŊļnou suspenzi o potŚebn® koncentraci bunŊk a poļkat. Pro 

urychlen² lze pouģ²t centrifugu. NevĨhodou je mnohem vyġġ² cena v porovn§n² se standardn²m 

kultivaļn²m plastem (Jubelin et al., 2022).  

3.5.1.3 M²chac² bioreaktory jako n§stroj pro tvorbu 3D bunŊļnĨch modelŢ 

K vytvoŚen² 3D bunŊļnĨch kultur je tak® moģn® vyuģ²t tzv. bioreaktory, kde je bunŊļn§ suspenze 

v neust§l®m pohybu, coģ zpŢsob² nemoģnost pŚilnut² bunŊk k povrchu, ale tak® to pŚispŊje k agregaci 

bunŊk (Bhuker et al., 2025). Spinner flask bioreaktory obsahuj² m²chadlo, d²ky kter®mu je zajiġtŊn 

kontinu§ln² pohyb bunŊļn® suspenze. Pomoc² pohybu m®dia lze transportovat l®ļiva ļi ģiviny k buŔk§m 

a odv§dŊt odpadn² l§tky od bunŊk. Mezi nevĨhody patŚ² vysokĨ smykovĨ stres, kterĨ mŢģe m²t negativn² 

vliv na kultivaci bunŊk (Breslin and OôDriscoll, 2013). Je zde i vysok§ spotŚeba kultivaļn²ho m®dia a 

heterogenita vytvoŚenĨch sf®roidŢ (Jubelin et al., 2022).  PodobnĨ princip vyuģ²vaj² rotaļn² bioreaktory, 

kde nen² m²chadlo, ale rotuje celĨ bioreaktor (napŚ. kultivaļn² lahev). Jedn§ se o jednoduchou metodu, 

slouģ²c² k dlouhodob® kultivaci sf®roidŢ a je zde niģġ² smykovĨ stres (Van Zundert et al., 2020).  

3.5.1.4 Vyuģit² podpŢrnĨch materi§lŢ k tvorbŊ 3D bunŊļnĨch modelŢ 

V pŚ²stupech, kde se vyuģ²vaj² nosiļe (scaffold), jsou pouģ²v§ny umŊl® nebo pŚ²rodn² matrice, 

umoģŔuj²c² vytv§Śet podm²nky bl²zk® skuteļn® tk§ni a poskytuj² cenn® n§stroje pro studium n§dorov® 

biologie i testov§n² novĨch terapeutik. 
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Nosiļe mohou m²t podobu polymern²ch struktur, hydrogelŢ nebo decelularizovanĨch tk§n². Jejich hlavn² 

funkc² je napodobit mechanick® a biochemick® vlastnosti ECM, ļ²mģ podporuj² pŚilnut² bunŊk, jejich 

migraci do nitra struktury a n§slednou tvorbu sf®roidŢ ļi agreg§tŢ. VĨhodou tŊchto syst®mŢ je moģnost 

regulovat porozitu, tuhost ļi sloģen² materi§lu a t²m ovlivnit chov§n² bunŊk. Studie ukazuj², ģe 3D 

kultury na nosiļ²ch vykazuj² realistiļtŊjġ² gradienty kysl²ku a ģivin, pŚ²tomnost proliferativn²ch i 

hypoxickĨch z·n a vyġġ² odolnost vŢļi chemoterapeutikŢm, coģ l®pe odpov²d§ situaci v n§dorov® tk§ni. 

Tyto modely tak umoģŔuj² detailnŊ sledovat procesy jako jsou angiogeneze, epiteli§lnŊ-mezenchym§ln² 

tranzice ļi interakce mezi n§dorovĨmi a strom§ln²mi buŔkami (Abuwatfa et al., 2024). 

Na druh® stranŊ metody zaloģen® na nosiļ²ch ļel² urļitĨm limitŢm. PatŚ² mezi nŊ variabilita mezi 

jednotlivĨmi ġarģemi pŚi vĨrobŊ nosiļŢ, moģnost adsorpce l®ļiv na materi§l nosiļe, a t²m sn²ģen² jejich 

dostupnosti, ļi obt²ģe pŚi zobrazov§n² a analĨze 3D modelŢ kvŢli neprŢhlednosti a sloģitosti struktur. 

PŚesto zŢst§vaj² tyto modely kl²ļovĨm n§strojem, zejm®na v oblasti tk§Ŕov®ho inģenĨrstv² a pŚi studiu 

mechanismŢ n§dorov® progrese. V kontextu farmakologick®ho vĨzkumu se kultury na b§zi nosiļŢ ļasto 

kombinuj² s jednoduġġ²mi metodami bez nosiļŢ, aby se dos§hlo jak reprodukovatelnosti, tak biologick® 

relevance (Unnikrishnan et al., 2021, Panez-Toro et al., 2025). 

3.5.2 Organoidy 

Organoidy pŚedstavuj² bunŊļn® struktury odvozen® z kmenovĨch bunŊk, kter® jsou kultivov§ny v 3D 

syst®mech. V tŊchto podm²nk§ch se buŔky spojuj² prostŚednictv²m adhezn²ch interakc², spont§nnŊ se 

organizuj² a diferencuj² do 3D ¼tvarŢ s morfologi² odpov²daj²c² tk§ni urļit®ho org§nu. Organoidy si 

zachov§vaj² kl²ļov® charakteristiky pŢvodn² tk§nŊ, ļ²mģ vŊrnŊ napodobuj² jejich biologick® vlastnosti. 

D²ky schopnosti sebeobnovy a samoorganizace zahrnuj² rŢzn® bunŊļn® typy, vykon§vaj² specifick® 

funkce a vytv§Śej² prostorov® uspoŚ§d§n² bl²zk® skuteļnĨm org§nŢm in vivo (Fang et al., 2023). 

Z tohoto dŢvodu jsou organoidy cennĨm n§strojem pro studium vzniku, vĨvoje a progrese nemoc². Tyto 

modely tak poskytuj² pokroļil® moģnosti pro testov§n² ¼ļinnosti l®ļiv a personalizovanou terapii. 

Technologie organoidŢ nav²c otev²raj² cestu k vytv§Śen² novĨch modelŢ, kter® vŊrnŊji odr§ģej² 

fyziologick® i patofyziologick® podm²nky.  

Kmenov® buŔky jsou nediferencovan® buŔky schopn® diferenciace do mnoha rŢznĨch specializovanĨch 

bunŊļnĨch typŢ. Organoidy lze vytv§Śet z embryon§ln²ch kmenovĨch bunŊk (ESCs), indukovanĨch 

pluripotentn²ch kmenovĨch bunŊk (iPSCs) a dospŊlĨch kmenovĨch bunŊk (ASCs). Tvorba organoidu 

z kmenovĨch bunŊk je velmi podobn§ procesu tvorby org§nŢ, kdy z²sk§vaj² svou jedineļnou organizaci. 

Pokud chceme kultivovat organoidy, je nutn® myslet na nŊkolik aspektŢ. Je dŢleģit® vytvoŚit kultivaļn² 

prostŚed² pro 3D bunŊļn® struktury. NejļastŊji pomoc² zapouzdŚen² organoidu do mezibunŊļn® hmoty 

nebo pouģit² kultivaļn² technik na rozhran² vzduch-kapalina. D§le je dŢleģit® vytvoŚit prostŚed² vhodn® 
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pro rŢst a spr§vnou diferenciaci. RŢzn® typy organoidŢ potŚebuj² odliġn® ģiviny ļi rŢstov® faktory 

(Sakalem et al., 2021).  

Pro vĨzkum n§dorovĨch onemocnŊn² lze vytvoŚit organoidy z izolovan® n§dorov® tk§nŊ. Takto 

pŚipraven® organoidy nazĨv§me tumoroidy. Ty si zachov§vaj² histologickou strukturu, molekul§rnŊ 

genetick® charakteristiky a heterogenitu pŢvodn²ho n§doru, coģ do urļit® m²ry mŢģe reprezentovat 

vlastnosti n§doru konkr®tn²ho pacienta. Tumoroidy lze vyuģ²t jako vhodn® preklinick® modely pro 

z§kladn² i klinickĨ vĨzkum souvisej²c² s n§dorovĨm onemocnŊn²m (Zanoni et al., 2020).  

Byly jiģ vytvoŚeny organoidy z rŢznĨch typŢ tk§n² a n§dorŢ vļetnŊ n§dorŢ prsu (Sachs et al., 2018), 

zdrav® tk§nŊ stŚeva (M¼nera et al., 2017), zdrav® jatern² tk§nŊ (Hu et al., 2018), n§doru jater (Broutier 

et al., 2017), zdrav® plicn² tk§nŊ (Miller et al., 2019), n§doru plic (Kim et al., 2019), n§doru pankreatu 

(Boj et al., 2015), n§doru vajeļn²kŢ (Kopper et al., 2019), n§doru ledvin (Calandrini et al., 2020) nebo 

zdrav® mozkov® tk§nŊ (Velasco et al., 2019).  

3.5.3 Asembloidy 

Asembloidy, poprv® vytvoŚeny tĨmem prof. Sergiu P. Paĸca v roce 2017 (Birey et al., 2017), jsou 

samoorganizuj²c² se bunŊļn® syst®my, kter® vznikaj² kombinac² jednoho typu organoidu s jinĨm 

organoidem nebo se specializovanĨmi bunŊļnĨmi populacemi, coģ vede k jejich vz§jemn® integraci 

(Birey et al., 2017). D²ky tomu dok§ģou vytv§Śet nejen modely specifickĨch tk§ŔovĨch oblast², ale i 

propojen® syst®my vhodn® pro studium rozs§hlejġ²ch biologickĨch procesŢ, napŚ²klad modelov§n² 

organizace neuron§ln²ch okruhŢ (Xiang et al., 2019), interakc² mezi stŚevem a mozkem (Scuto et al., 

2024), mezi srdcem a mozkem (Mabry and Pavon, 2024) ļi mezi imunitn²mi a n§dorovĨmi buŔkami 

(Mei et al., 2024). VĨsledkem jsou zcela nov® vlastnosti cel®ho syst®mu. Asembloidy souļasnŊ 

podporuj² vyġġ² ¼roveŔ funkļn² maturace a lepġ² prostorovou organizaci. Tyto charakteristiky z nich ļin² 

cennĨ n§stroj pro modelov§n² vĨvojovĨch procesŢ i patologickĨch stavŢ, kterĨ nab²z² komplexnŊjġ² a 

sofistikovanŊjġ² platformu pro vĨzkum i vĨvoj novĨch l®ļiv (Liu et al., 2025). Sch®matick® vytvoŚen² 

asembloidŢ a jejich vyuģit² v modelov§n² nervov®ho vĨvoje a onemocnŊn² zobrazuje Obr. 7.  

Modern² postupy pro vytv§Śen² asembloidŢ zahrnuj² samoorganizaci, pŚ²m® spojov§n² a sm²ġen® 

metody, pŚiļemģ kaģd§ z nich pŚin§ġ² jedineļn® vĨhody pŚi napodobov§n² sloģit® multicelul§rn² 

struktury lidskĨch tk§n². Samoorganizace vyuģ²v§ pŚirozenĨ vĨvojovĨ potenci§l pluripotentn²ch 

kmenovĨch bunŊk, kter® spont§nnŊ proliferuj², agreguj² a f¼zuj², ļ²mģ vznikaj² komplexn² bunŊļn® 

¼tvary. PŚid§n²m vybranĨch cytokinŢ do kultivaļn²ho prostŚed² lze tyto buŔky nasmŊrovat k diferenciaci 

a k tvorbŊ podpŢrnĨch strom§ln²ch populac², napŚ²klad endotelovĨch ļi imunitn²ch bunŊk. Tento proces 

n§slednŊ umoģŔuje spojov§n² diferencovanĨch sf®roidŢ do soudrģnĨch a funkļnŊ organizovanĨch 

struktur pŚipom²naj²c²ch tk§Ŕ (Birey et al., 2022, Andersen et al., 2020, PaἨca et al., 2019).  
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Obr§zek 7 Sch®ma zobrazuj²c² vznik asembloidŢ pro modelov§n² lidsk®ho nervov®ho vĨvoje a onemocnŊn². 

Organoidy nervov®ho syst®mu, kter® napodobuj² specifick® mozkov® oblasti (vlevo), lze propojit a vytvoŚit 

asebloidy urļen® ke zkoum§n² bunŊļn® migrace ļi nervov® konektivity (uprostŚed). Tyto struktury n§slednŊ slouģ² 

jako model pro studium vybranĨch nemoc² v podm²nk§ch in vitro (vpravo). PŚevzato z (Onesto et al., 2024). 

 

Lidsk® kortik§ln² organoidy z embryon§ln²ch kmenovĨch bunŊk slouģ² jako model vĨvoje mozku, ale 

postr§daj² c®vn² syst®m. Đprava lidskĨch embryon§ln²ch bunŊk (hESC) k ektopick® expresi 

transkripļn²ho faktoru ETV2 umoģnila vznik c®vn² s²tŊ, kter§ zvĨġila funkļn² zralost organoidŢ a 

podpoŚila vlastnosti hematoencefalick® bari®ry. Vaskularizovan® kortik§ln² organoidy nav²c 

podporovaly tvorbu perfundovanĨch c®v in vivo a pŚedstavuj² robustn² model napodobuj²c² prenat§ln² 

c®vn² syst®m mozku pro studium onemocnŊn² in vitro (Cakir et al., 2019). Andersen et al. vytvoŚili 

samoorganizuj²c² se 3D strukturu z rŢznĨch lini² lidskĨch iPSCs. N§slednŊ sestavili asembloidy z 

intaktn²ch 3D kultur napodobuj²c²ch specifick® oblasti centr§ln²ho nervov®ho syst®mu. VytvoŚili lidskĨ 

spin§ln² sf®roid s ġirokou ġk§lou spin§ln²ch neuron§ln²ch dom®n, kter® se podobaj² in vivo populac²m u 

myġ², ļ²mģ dos§hli vŊtġ² bunŊļn® rozmanitosti a schopnosti tvoŚit lidsk® nervov® okruhy. D§le prok§zali 
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vznik funkļn²ho lidsk®ho neuron§ln²ho obvodu ze tŚ² komponent s alespoŔ dvŊma synaptickĨmi 

kontakty. Pomoc² n§strojŢ, jako je virus vztekliny pro sledov§n² konektivity, kalciov® zobrazov§n², 

uvolŔov§n² glutam§tu a optogenetick§ stimulace, uk§zali moģnosti manipulace s aktivitou neuronŢ. 

Nakonec doloģili, ģe tento tŚ² komponentn² asebloid lze udrģet funkļnŊ i morfologicky intaktn² aģ 10 

tĨdnŢ in vitro podm²nk§ch, coģ umoģŔuje dalġ² zr§n² spojŢ, myelinizaci a studium fenotypŢ 

neurodegenerativn²ch onemocnŊn² (Andersen et al., 2020).  

Strategie pŚ²m® organizace vyuģ²v§ diferencovan® a zral® buŔky k tvorbŊ asembloidŢ. Princip spoļ²v§ 

v kokultivaci pŚedem izolovanĨch bunŊk ve vhodnĨch pomŊrech a podm²nk§ch, coģ vede k jejich 

spojen² do multicelul§rn²ho komplexu. PŚ²kladem je studie Millse et al., kterĨ diferencoval kmenov® 

buŔky v m®diu suplementovan®m BMP-4, aktivinem A a VEGFA. N§slednŊ izoloval kardiomyocyty a 

endotelov® buŔky pomoc² prŢtokov® cytometrie a tyto bunŊļn® typy kultivoval v pomŊru 4:1 k vytvoŚen² 

srdeļn²ch asembloidŢ. D²ky zapojen² zralĨch bunŊk s jiģ ust§lenĨmi funkcemi tento model vŊrnŊji 

napodobuje podm²nky in vivo (Mills et al., 2021). 

Sm²ġen§ organizace spojuje vĨhody samoorganizace a pŚ²m® organizace. Vznik§ kombinac² organoidŢ 

odvozenĨch z kmenovĨch bunŊk s kokultivac² zralĨch strom§ln²ch bunŊk, kter® napodobuj² funkce in 

vivo. Tento postup zahrnuje proliferaci a diferenciaci pluripotentn²ch, dospŊlĨch i n§dorovĨch 

kmenovĨch bunŊk do organoidŢ ļi sf®roidŢ, kter® se n§slednŊ propojuj² s diferencovanĨmi bunŊļnĨmi 

typy. V posledn² dobŊ se metoda vyuģ²v§ zejm®na k rekonstrukci n§dorov®ho mikroprostŚed², studiu 

mechanismŢ obch§zen² imunitn²ho syst®mu a k vĨvoji ¼ļinnŊjġ²ch imunoterapi² (Kim et al., 2020). 

3.5.4 Role n§dorov®ho mikroprostŚed² 

N§dorov® mikroprostŚed² (TME) je sloģit§ a dynamick§ struktura sloģen§ z n§dorovĨch bunŊk, ale i 

bunŊk imunitn²ho syst®mu, fibroblastŢ, endotelovĨch bunŊk, adipocytŢ, pericytŢ a ECM. Poznatky o 

bunŊļnĨch a molekul§rn²ch interakc² v TME a jejich vliv na rŢst n§doru mohou pomoci pŚi l®ļbŊ 

n§dorovĨch onemocnŊn². TME je v l®ļbŊ n§dorŢ bari®ra, kter§ vzhledem ke sloģitosti ļasto br§n² 

¼spŊġn® l®ļbŊ. Na druhou stranu se TME mŢģe st§t c²lem pro terapeutickĨ z§sah (Hinshaw and Shevde, 

2019).  

N§dorov® endotelov® buŔky (TECs) jsou morfologicky odliġn® od norm§ln²ch endotelovĨch bunŊk a 

jejich role je z§sadn² pŚi n§dorov® angiogenezi. Ta nast§v§, pokud n§dor pŚes§hne velikost 1-2 mm3, 

protoģe doch§z² k omezen® kapacitŊ dif¼ze a vytv§Ś² se hypoxick® oblasti. Ty spouġt² angiogenn² 

signalizaci, zvyġuje se exprese VEGF, kter® se v§ģou na receptory na endotelovĨch buŔk§ch a doch§z² 

k podpoŚe jejich aktivity, proliferaci a migraci smŊrem k hypoxickĨm oblastem n§doru a obnovuj² tak 

pŚ²sun ģivin a kysl²ku. Tak® se pod²lej² na vzniku metast§z. Morfologicky jsou TECs odliġn® od 

norm§ln²ch endotelovĨch bunŊk. Projevuj² se nepravidelnĨm bunŊļnĨm povrchem, maj² nepravidelnĨ 

prŢmŊr a vytv§Ś² atypickou c®vn² s²Š. To vġechno vede k heterogenn²mu prŢtoku krve a vĨsledkem je 
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nemoģnost rovnomŊrn® dod§vky l®ļiv, coģ pŚisp²v§ k rozvoji rezistence. TECs mohou sniģovat expresi 

adhezn²ch molekul a chemokinŢ a t²m omezuj² migraci imunitn²ch bunŊk (Hida et al., 2016, Bergers and 

Benjamin, 2003, Anderson and Simon, 2020). 

Fibroblasty asociovan® s n§dorem CAFs pŚedstavuj² kl²ļovou sloģku reaktivn²ho stromatu. PŢsob² 

pŚ²mo prostŚednictv²m sekrece sign§ln²ch molekul a bunŊļnĨch interakc², ale tak® nepŚ²mo ï remodelac² 

ECM a ovlivŔov§n²m infiltrace imunitn²ch bunŊk. PŚestoģe vŊtġina studi² potvrzuje jejich roli v podpoŚe 

rŢstu a ġ²Śen² n§dorŢ, nŊkter® pr§ce naznaļuj², ģe CAFs mohou v urļitĨch situac²ch pŢsobit i 

protin§dorovŊ. Tento paradox je vysvŊtlov§n jejich znaļnou variabilitou a plasticitou, kter§ se odv²j² od 

pŢvodu fibroblastŢ, typu n§doru a jeho vĨvojov®ho stadia. Interakce mezi fibroblasty a n§dorovĨmi 

buŔkami nen² z§visl§ pouze na kontextu, ale je tak® obousmŊrnŊ ovlivŔov§na vyv²jej²c²m se 

molekul§rn²m a funkļn²m prostŚed²m samotn®ho n§doru. Uk§zalo se, ģe n§dorov® buŔky jsou schopny 

aktivnŊ pŚeprogramovat okoln² fibroblasty na CAFs. Ty jsou charakterizov§ny expres² specifickĨch 

markerŢ, desminu a fibroblastov®ho aktivaļn²ho proteinu, kter® pŚisp²vaj² k remodelaci ECM, 

angiogenezi a metast§z²m (Shah and DôSouza, 2025, Yang et al., 2023). PŚ²tomnost CAFs je schopna 

zvĨġit pŚeģ²v§n² cirkuluj²c²ch n§dorovĨch bunŊk, coģ pŚisp²v§ k jejich migraci a n§sledn®mu rozvoji 

metast§z. Sn²ģen² CAFs vĨznamnŊ sn²ģilo metastatickou z§tŊģ a po odstranŊn² n§doru prodlouģilo dobu 

pŚeģit² (Duda et al., 2010).  

Imunitn² sloģky TME jsou povaģov§ny za kl²ļov®, pŚiļemģ nejvŊtġ² vĨznam maj² makrof§gy asociovan® 

s n§dorem (TAMs) a myeloidnŊ odvozen® supresorov® buŔky (MDSCs). Tyto dvŊ populace pŚedstavuj² 

hlavn² imunosupresivn² mechanismus uvnitŚ TME, kterĨ zasahuje do adaptivn² imunity prostŚednictv²m 

cel® Śady sign§ln²ch drah. TAMs tlum² aktivitu efektorovĨch imunitn²ch bunŊk rŢznĨmi zpŢsoby ï 

napŚ²klad expres² receptorŢ pro proteiny imunitn²ch kontroln²ch bodŢ, jako jsou PD-1 (programmed cell 

death protein 1) a CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte antigen 4), nebo sekrec² cytokinŢ a chemokinŢ, 

kter® stimuluj² supresivn² funkce regulaļn²ch T-lymfocytŢ. Interakce mezi tŊmito sloģkami je 

obousmŊrn§: MDSCs podporuj² ¼nik n§doru pŚed imunitn²m dohledem a z§roveŔ angiogenezi, zat²mco 

samotn® n§dorov® buŔky produkuj² rŢstov® faktory a chemokiny, kter® stimuluj² proliferaci MDSCs 

(Zhu et al., 2022, Shah and DôSouza, 2025). 

VĨzkumy st§le ļastŊji potvrzuj², ģe TME z§sadnŊ ovlivŔuje rŢst n§dorŢ, jejich schopnost unikat 

imunitn²mu syst®mu a rezistenci vŢļi bŊģnŊ pouģ²vanĨm l®ļebnĨm postupŢm. V posledn²ch letech se 

proto objevuj² strategie c²len® na jednotliv® sloģky TME, kter® se ukazuj² jako slibn® pŚ²stupy zejm®na 

u solidn²ch n§dorŢ. Pro testov§n² takovĨch terapi² je nezbytn® m²t k dispozici vhodnĨ preklinickĨ model, 

jenģ vŊrnŊ napodobuje podm²nky TME. V t®to souvislosti si velkou oblibu z²skaly sf®roidy a organoidy. 

Tyto modely dok§ģou v laboratorn²ch podm²nk§ch vytvoŚit prostŚed² podobn® in vivo, vļetnŊ kl²ļovĨch 

vlastnost², jako je hypoxie, nedostatek ģivin, acid·za ļi heterogenn² genov§ exprese. Modern² pacientsk® 

sf®roidy a organoidy nav²c zvyġuj² spolehlivost preklinick®ho testov§n² l®ļiv. Ide§lnŊ by mŊly zahrnovat 
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cel® spektrum imunosupresivn²ch bunŊk, od TAMs a MDSCs pŚes regulaļn² T-lymfocyty, aģ po 

dendritick® buŔky asociovan® s n§dorem, a potenci§lnŊ i dalġ² imunitn² populace infiltruj²c² n§dor 

(Khalaf et al., 2021).  

PŚesto maj² n§dorov® sf®roidy urļit® limity. Produkļn² postupy je nutn® d§le zdokonalovat, aby se 

dos§hlo vyġġ² uniformity a reprodukovatelnosti. Variabilita velikosti a hustoty sf®roidŢ totiģ komplikuje 

zaveden² spolehlivĨch vysokokapacitn²ch screeningovĨch platforem. Dalġ²m probl®mem je vyuģ²v§n² 

ECM odvozen® z myġ² (napŚ. MatrigelÉ a GeltrexÊ), kter§ je nezbytn§ pro kultivaci pacientskĨch 

organoidŢ, ale mŢģe zkreslovat vĨsledky. ECM z myġ²ho sarkomu totiģ obsahuje velk® mnoģstv² 

antigenŢ schopnĨch aktivovat imunitn² buŔky, napŚ²klad CD4+ T-lymfocyty. řeġen²m mŢģe bĨt pouģit² 

syntetickĨch nebo decelularizovanĨch nosiļŢ (Dijkstra et al., 2018).  

K dalġ²m nevĨhod§m patŚ² absence standardizovanĨch metod pro zobrazov§n², analĨzu a kvantifikaci 

sf®roidŢ, stejnŊ jako nedostatek automatizace pŚi screeningu l®ļiv. Konfok§ln² mikroskopie, kter§ je 

nejļastŊji vyuģ²van§, m§ omezenou hloubku penetrace a nen² vhodn§ pro velk® sf®roidy. Tento 

nedostatek by mohly pŚekonat nov® neinvazivn² zobrazovac² technologie, napŚ²klad elektrick§ 

impedanļn² metoda (Gomes et al., 2016, Wu et al., 2018), kter§ umoģŔuje sledovat vŊtġ² sf®roidy na 

z§kladŊ jejich elektrickĨch vlastnost². Integrace automatizace a umŊl® inteligence by nav²c mohla 

urychlit hodnocen² ģivotaschopnosti ļi invazivn²ho potenci§lu sf®roidŢ. Z§sadn²m omezen²m je tak® 

chybŊj²c² stroma a c®vn² s²Š. Proto byly mj. vyvinuty pokroļil® modely mikro-vaskularizovanĨch 

n§dorovĨch kultur na ļipech (Liu et al., 2021). 
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4 C²le pr§ce 

 

¶ Stanovit fotodynamickĨ ¼ļinek novĨch fotosensitiz®rŢ po aktivaci svŊtlem (fototoxicita) a 

stanovit vlastn² toxicitu tŊchto l§tek v absenci aktivuj²c²ho z§Śen². Đļinnost vybranĨch deriv§tŢ 

ovŊŚit s pouģit²m dalġ²ch bunŊļnĨch lini².  

 

¶ Urļit lokalizaci novĨch fotosensitiz®rŢ v buŔk§ch pomoc² fluorescenļn² ļi konfok§ln² 

mikroskopie. U vybranĨch deriv§tŢ stanovit prostup do bunŊk.  

 

¶ Stanovit pŚevl§daj²c² typ bunŊļn® smrti spuġtŊnĨ fotodynamickou aktivitou studovanĨch l§tek. 

 

¶ Zjistit efekt supramolekul§rn² interakce novĨch fotosensitiz®rŢ nesouc²ch aminoadamantylovĨ 

substituent s kukurbit[7]urilem na fotodynamickou aktivitu.  

 

¶ Vyhodnotit vhodnost fotosensitiz®rŢ a imunotoxinŢ c²l²c²ch na PD-L1 pro fotoimuoterapii a 

fotochemickou internalizaci. OvŊŚit selektivitu c²len² na bunŊļnĨch lini²ch s rozd²lnou m²rou 

exprese PD-L1. Urļit zmŊnu lokalizace imunotoxinu v buŔk§ch v ļase pomoc² konfok§ln² 

mikroskopie.  

 

¶ Tvorba 3D bunŊļnĨch modelŢ n§dorŢ (sf®roidy) vhodnĨch pro studium novĨch fotosensitiz®rŢ 

urļenĨch pro fotodynamickou terapii n§dorŢ a stanoven² ¼ļinnosti vybranĨch fotosensitiz®rŢ na 

tŊchto modelech. Porovnat tuto ¼ļinnost s analogickĨm 2D modelem. 
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5 Koment§Śe k prac²m 

Tato disertaļn² pr§ce je pŚedkl§d§na jako soubor osmi vŊdeckĨch prac², z toho sedm je publikov§no 

v mezin§rodn²ch impaktovanĨch ļasopisech a jedna publikace je formŊ manuskriptu. ĻtyŚi uveden® 

pr§ce se zamŊŚuj² na synt®zu novĨch fotosensitiz®rŢ a na charakterizaci jejich ¼ļinku na n§dorovĨch i 

nen§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch. Byl zkoum§n vliv rŢznĨch substituentŢ na ¼ļinnost novŊ 

syntetizovanĨch PS. Hodnoceny byly tak® fotosensitiz®ry schopn® supramolekul§rn² interakce 

s kukurbit[7]urilem s c²lem zlepġit fotofyzik§ln² vlastnosti, omezit agregaci ve vodn®m prostŚed², a t²m 

p§dem zvĨġit jejich fotodynamickou aktivitu. Jedna z prac² byla zamŊŚena na zjiġtŊn² strukturn²ch 

motivŢ (aza)ftalocyaninŢ vedouc²ch k vysok® fotodynamick® aktivitŊ ï ġlo o skupinu t®mŊŚ pades§ti 

deriv§tŢ z²skanĨch z rozs§hl® mezin§rodn² spolupr§ce. Hodnotily se jejich fotofyzik§ln² vlastnosti i 

fotodynamick§ aktivita na tŚech n§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch za identickĨch experiment§ln²ch 

podm²nek.  DvŊ pr§ce jsou pak zamŊŚeny na fotochemickou internalizaci se zac²len²m na PD-L1 

v nemalobunŊļn®m karcinomu plic bunŊļnĨch lini²ch s rozd²lnou expres² PD-L1.  
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5.1 Vliv postrann²ch a axi§ln²ch substituentŢ na fotodynamickĨ 

¼ļinek subftalocyaninŢ  

JiŚ² Demuth, Lucia Gallego, Magdal®na Kozl²kov§, Miloslav Mach§ļek, Radim Kuļera, Tomas Torres, 

M. Victoria Martinez-Diaz, Veronika Novakova. Subphthalocyanines as Efficient Photosensitizers with 

Nanomolar Photodynamic Activity against Cancer Cells. Journal of Medicinal Chemistry, 2021; 64(23); 

17436ï17447; DOI: 10.1021/acs.jmedchem.1c01584.   

(IF2020 7,446 ï D1; AIS2020 1,556 ï D1)  

 

Tato pr§ce se zamŊŚila na vytvoŚen² novĨch PS zaloģenĨch na subftalocyaninov®m (SubPc) j§dŚe, kter® 

pŚedstavuje menġ² analog ftalocyaninŢ tvoŚenĨ tŚemi isoindolovĨmi jednotkami s centr§ln²m atomem 

b·ru. PodaŚilo se nasyntetizovat nov® SubPc s rŢznĨmi postrann²mi substituenty Tyr- (tyrosinov® 

jednotky) a CE- (benzocrownov® jednotky) (Obr. 8). ObŊ skupiny vykazovaly zlepġen® hydrofiln² 

vlastnosti, coģ m§ velkĨ vĨznam pro biomedic²nskou aplikaci. Vġechny studovan® slouļeniny 

vykazovaly vysok® kvantov® vĨtŊģky 1O2 (ūȹ > 0,50), coģ poukazuje na slibnĨ PDT ¼ļinek. Z hodnot 

rozdŊlovac²ho koeficientu (oktanol/PBS) vyplĨv§, ģe Tyr- i CE- substituenty zvyġuj² hydrofiln² 

charakter slouļenin. Na z§kladŊ tŊchto poznatkŢ byly SubPc hodnoceny i biologicky. 

 

Obr§zek 8 Struktury studovanĨch origin§ln²ch subftalocyaninŢ s rŢznĨmi substituenty. 

 

Absorpļn² maximum SubPc bylo okolo 570 nm, tato vlnov§ d®lka hŢŚe pronik§ hloubŊji do tk§n², proto 

byla jako prim§rn² bunŊļnĨ model pro studium aktivity tŊchto PS zvolena bunŊļn§ linie lidsk®ho 

https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.jmedchem.1c01584
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melanomu kŢģe (SK-MEL-28). Pro ovŊŚen² ¼ļinnosti (a moģnost porovn§n² s jinĨmi dŚ²ve studovanĨmi 

PS) byla jako druh§ bunŊļn§ linie zvolena linie karcinomu ļ²pku (HeLa).  

Fotodynamick§ aktivita SubPc byla hodnocena po oz§Śen² (ɚ > 455 nm, d§vka oz§Śen² 13.7 J/cm2 pŚi 

ļasu ozaŚov§n² 15 minut). Hodnoty EC50 (stŚedn² efektivn² koncentrace) se vĨraznŊ liġily v z§vislosti na 

typu substituentu. Nejlepġ²ch hodnot EC50 dos§hl PS 1-CE (2,3 nM pro SK-MEL-28 buŔky a 4,4 nM 

pro HeLa buŔky). Nejhorġ² ze s®rie byl 3-TyrBoc s o pŊt Ś§dŢ vyġġ² hodnotou EC50. (Obr. 9A) V 

celkov®m srovn§n² PS s CE- dos§hly lepġ²ho PDT ¼ļinku neģ PS s Tyr-. Nebyly pozorov§ny rozd²ly 

mezi bunŊļnĨmi liniemi, hodnoty EC  byly srovnateln®. PomŊry mezi hodnotami TC50 (stŚedn² toxick§ 

koncentrace) a EC50 naznaļuj² potenci§lnŊ ġirok® terapeutick® okno pro vyvol§n² l®ļebn®ho ¼ļinku 

s n²zkou toxicitou vŢļi neoz§ŚenĨm buŔk§m. Hodnoty EC50 byly tak® porovn§ny s klinicky schv§lenĨmi 

PSs. Pokud porovn§me hodnotu EC50 nej¼ļinnŊjġ²ho PS (1-CE) testovan®ho na HeLa buŔk§ch 

s temoporfinem, tak 1-CE vykazuje 10Ĭ vyġġ² ¼ļinnost. JeġtŊ l®pe vych§z² porovn§n² se sulfonovanĨm 

hydroxyhlinitĨm sulfonovanĨm Pc (PhotosensÈ; 470Ĭ ¼ļinnŊjġ²). Vzhledem k tomu, ģe tyto SubPc jsou 

potenci§lnŊ vhodn® sp²ġe pro l®ļbu koģn²ch malignit, tak je dŢleģit® zm²nit srovn§n² s PpIX (fotoaktivn² 

produkt prol®ļiva ALA), kde je rozd²l v aktivit§ch 182Ĭ ve prospŊch 1-CE. 

Pro dalġ² experiment byly na z§kladŊ PDT aktivity vybr§ny slouļeniny 1-TyrBoc, 1-Tyr, 1-CE a 2-CE. 

Byla sledov§na jejich mnoģstv² v obou bunŊļnĨch lini²ch v rŢznĨch ļasovĨch intervalech (Obr. 9B). U 

vġech 4 PS byl pozorov§n n§rŢst intenzity fluorescence v ļase, ale z§sadnŊ se liġilo celkov® mnoģstv² 

PS v buŔk§ch po 12 h (1-CE > 1-Tyr > 1-TyrBoc), coģ koreluje s jejich fototoxicitami.  Jedinou 

vyj²mkou byla slouļenina 2-CE, kter§ nebyla t®mŊr detekovateln§, pŚitom jehj² hodnota EC50 patŚila 

k nejlepġ²m.  

Urļen² lokalizace SubPc v obou bunŊļnĨch lini²ch bylo provedeno pomoc² konfok§ln² mikroskopie. 

Vġechny studovan® PS byly kolokalizov§ny v lyzozomech, 1-TyrBoc (Obr. 10B), 1-Tyr (Obr. 10A), 

2-CE a 2-TyrBoc byly tak® pŚ²tomny v adipozomech, zat²mco 1-CE byl lokalizov§n pouze v 

endolyzozom§ln²m kompartmentu. 
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Obr§zek 9 A) Fototoxicita SubPc na SK-MEL-28 bunŊļn® linii po oz§Śen² (ɚ > 455 nm, 15,3 mW/cm2, 15 min, 

13,7 J/cm2) B) PŚ²jem SubPc bunŊļnou lini² SK-MEL-28. Byl mŊŚen fluorescenļn² sign§l SubPc v lyz§tu bunŊk 

(Demuth et al., 2021). 

 

Obr§zek 10 Subcelul§rn² lokalizace (A) 1-Tyr a (B) 1-TyrBoc v SK-MEL-28 buŔk§ch. Byly pouģity fluorescenļn² 

sondy pro obarven² lysozomŢ (modr§), mitochondri² (zelen§) a adiposomŢ (zelen§). Kolokalizace PS s lyzozomy 

je viditeln§ jako rŢģovĨ sign§l (A), Kolokalizace s adiposomy je viditeln§ jako ģlutoranģovĨ sign§l (B). MŊŚ²tko 

je 140 Õm. 

Byly hodnoceny i typy bunŊļn® smrti vybranĨch SubPc. K tomu bylo vyuģito sledov§n² vazby Annexinu 

V na fosfatidylserin na bunŊļnĨch membr§n§ch SK-MEL-28 buŔk§ch pomoc² kinetick® metody 

sledov§n² luminiscenļn²ho sign§lu. Vazba fluorescenļn² sondy na jadernou DNA byla detekov§na 

n§rŢstem intenzity fluorescenļn²ho sign§lu (znaļ² poġkozen² cytoplazmatick® a jadern® membr§ny). 

VĨhodou t®to metody je moģnost sledov§n² bunŊļn® smrti v ļase. Pokud se jedn§ o apopt·zu, dojde 

nejprve k zvĨġen² intenzity luminiscence pŚed n§stupem fluorescence ï typick® je tedy ļasov® zpoģdŊn² 

n§rŢstu fluorescenļn²ho sign§lu, kterĨ je zpŢsobem sekund§rn² nekr·zou. K navozen² apopt·zy byl 

pouģit bortezomib a FasL. U nekr·zy doch§z² k zvĨġen² intenzity obou sign§lŢ souļasnŊ nebo 

s minim§ln²mi rozestupy, jako pozitivn² kontroly pro tento typ bunŊļn® smrti byly zvoleny peroxid 

vod²ku a digitonin. Pro vġechny studovan® l§tky (1-CE, 1-Tyr, 1-TyrBoc a 2-CE) byl pozorov§n 
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okamģitĨ vzestup luminiscenļn²ho sign§lu, coģ potvrzuje rychl® navozen² apopt·zy ihned po oz§Śen², 

coģ potvrdilo jako hlavn² typ bunŊļn® smrti apopt·zu (Obr. 11). 

Z vĨġe zm²nŊn®ho tedy vyplĨv§, ģe SubPc maj² vysokou PDT ¼ļinnost s minim§ln² toxicitou bez 

pŚ²tomnosti svŊtla. V porovn§n² s klinicky zavedenĨmi PS bylo dosaģeno podobnĨch ļi dokonce lepġ²ch 

hodnot EC50.   
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Obr§zek 11 Vyhodnocen² bunŊļn® smrti na SK-Mel-28 buŔk§ch u vybranĨch SubPc po oz§Śen² (e-h) a pozitivn² 

kontrolou apopt·zy (a, b) a nekr·zy (c, d). Byl sledov§n ļasovĨ prŢbŊh vazby Annexinu V (zelenĨ sign§l) na 

fosfatidylserin na cytoplazmatick® membr§nŊ bunŊk. N§rŢst fluorescence membr§novŊ nepropustn® 

DNA-vazebn® sondy (ļervenĨ sign§l) odr§ģ² poruġen² integrity bunŊļn® membr§ny. U apoptotick® bunŊļn® smrti 

je patrnĨ vĨraznĨ ļasovĨ odstup mezi poļ§tkem zvĨġen² luminescence a n§slednĨm vzestupem fluorescenļn²ho 

sign§lu, zat²mco u nekr·zy tento rozd²l chyb² nebo je minim§ln². MŊŚen² byla prov§dŊna v 15minutovĨch 

intervalech po dobu 48 hodin; hodnoty jsou uvedeny jako prŢmŊr Ñ SD (n = 3) (Demuth et al., 2021). 
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5.2 Monomerizace ftalocyaninŢ ve vodn®m prostŚed² pomoc² 

supramolekul§rn² interakce 

Lucia Kociscakova, Carola Rando, Magdal®na Kozl²kov§, Miloslav Mach§ļek, Veronika Nov§kov§, 

Vladim²r Ġindel§Ś, and Petr Zimļ²k. Monomerization of Phthalocyanines in Water via Their 

Supramolecular Interactions with Cucurbiturils. Journal of Organic Chemistry, 2023; 88; 2; 988ï1002; 

DOI: 10.1021/acs.joc.2c02413   

(IF2022 3,608 ï Q1, AIS2022 0,683 ï Q1)  

 

PŚedkl§dan§ pr§ce se zamŊŚila na supramolekul§rn² interakci kukurbit[7]urilu (CB[7]) s Pc nesouc²mi 

aminoadamantylov® substituenty (Obr. 12) a jej² vliv na fotofyzik§ln² vlastnosti, zejm®na na agregaci 

ve vodn®m prostŚed². CB[7] jsou objemn® a hydrofiln² molekuly, kter® by mŊly efektivnŊ zamezit 

agregaci Pc a zvĨġit tak jejich fotodynamickou aktivitu.  

 

Obr§zek 12 Struktury zkoumanĨch Pcs, interakce Pcs s CB[7].  

 

Fotofyzik§ln² vlastnosti byly mŊŚeny UV-Vis a fluorescenļn² spektroskopi². Spektra vġech Pc s i bez 

CB[7] byly monomern² v DMSO, s ¼zkĨm Q-p§sem. Pc bez CB[7] vykazovaly ve vodŊ charakteristick® 

spektr§ln² zmŊny naznaļuj²c² agregaci. PŚid§n² 4 ekvivalentŢ CB[7] (Pc nese 4 aminoadamantylov® 

substituenty, na kter® se CB[7] v§ģ²) vedlo k pln® monomerizaci. Zat²mco 2 ekvivalenty CB[7] 

k monomerizaci nestaļ², v²ce jak 4 ekvivalenty CB[7] jiģ nemaj² na tvar spekter vliv. Po interakci 

vykazuj² tyto PS silnou produkci 1O s hodnotami ūȹ > 0,50 v DMSO, coģ naznaļuje vhodnost pro PDT.  

https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/acs.joc.2c02413
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Jako prvn² byla sledov§na lokalizace Pc s i bez CB[7] v buŔk§ch. Experimenty byly provedeny na HeLa 

buŔk§ch pomoc² specifickĨch sond pro lyzozomy a mitochondrie. Jako m²stem akumulace vġech 

deriv§tŢ v buŔk§ch byly identifikov§ny lyzozomy ï a to s i bez CB[7]. VĨjimku tvoŚily l§tky Pc15 a 

Pc16 (a to pouze bez CB[7]), kde byla kromŊ kolokalizace s lyzozomy detekov§n tak® sign§l 

kolokalizovanĨ s mitochondriemi. (Obr. 13) 

Fototoxicita (vyj§dŚen§ jako EC50) byla stanovena na dvou n§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch, HeLa 

(bunŊļn§ linie lidsk®ho karcinomu ļ²pku) a SK-MEL-28 (bunŊļn§ linie lidsk®ho melanomu kŢģe). 

Toxicita bez pŚ²tomnosti svŊtla byla tak® stanovena a vyj§dŚena jako hodnota TC50. Po oz§Śen² byly 

hodnoty EC50 vġech studovanĨch Pc v des²tk§ch nM aģ jednotk§ch ÕM. Nejlepġ² fotodynamick® aktivity 

dos§hla Pc16 s hodnotami EC50 46 nM pro bunŊļnou linii SK-MEL-28 a 123 nM pro bunŊļnou linii 

HeLa (Tab. 4).  Rozd²lnost byla pozorov§na mezi Ŭ- a ɓ- substituovanĨmi deriv§ty, kdy Ŭ-deriv§ty maj² 

lepġ² predispozice k monomerizaci, nejsp²ġe d²ky sterick® br§nŊn² substituentŢ orientovanĨch do 

Ăz§livŢñ mezi isoindolovĨmi jednotkami u Ŭ-substituovanĨch Pc, coģ nut² substituenty s CB[7] bĨt 

um²stŊny nad a pod makrocyklickĨm j§drem. Toxicita bez oz§Śen² nebyla prok§z§na. V porovn§n² s 

PhotosensÈ kterĨ se klinicky pouģ²v§ v Rusk® federaci, jsou n§mi nasyntetizovan® Pc srovnateln® 

(EC50Photosens =2,07 Ñ 0,29 ÕM na HeLa buŔk§ch) (Machacek et al., 2016). Z hodnot EC50 vġak vyplĨv§, 

ģe pŚid§n² CB[7] k Pc zpŢsobilo vĨraznĨ pokles fotodynamick® ¼ļinnosti. KromŊ jedn® slouļeniny, 

Pc4HCl s CB[7], doġlo k vĨrazn®mu n§rŢstu hodnot EC50 u obou bunŊļnĨch lini²ch.  

Tabulka 4 Fototoxicita (hodnoty EC50) a vlastn² toxicita (hodnoty TC50) studovanĨch Pc a Pc se 4 ekvivalenty 

CB[7] na HeLa bunŊļn® linii. EC50 a TC50 hodnoty Ñ SD. Podm²nky ozaŚov§n²: ɚ > 570 nm, 12.4 mW/cm2 , 15 

min, 11.2 J/cm2. Upraveno z (Kociscakova et al., 2023). 

    EC50 (µM)   TC  (ÕM)  

PS  HeLa  HeLa (PS+CB[7])   HeLa 
 HeLa 

(PS+CB[7]) 

Pc4 0.89 ± 0.29 0.36 ± 0.02 100 100 

 

Pc13 1.02 ± 0.22 19.5 ± 15.9 20.5 ± 3.8 100 
 

 

Pc14 0.82 ± 0.27 4.28 ± 0.19 22.1 ± 9.4 100 
 

 

Pc15 0.17 ± 0.06 6.31 ± 1.56 5.8 ± 1.5 100 
 

 

Pc16 0.12 ± 0.03 1.46 ± 0.30 79.4 ± 22.3 10.8 ± 23.4  

Pc17 5.92 ± 2.78 30.0 ± 21.8 100 100 
 

 

Pc18 0.18 ± 0.12 24.9 ± 21.2 8.02 ± 1.74 100  

K objasnŊn², proļ doġlo k zvĨġen² hodnot EC50, jsme sledovali intenzitu fluorescence Pc v lyz§tu bunŊk 

po 12 h inkubaci (Obr. 13). VĨsledkem bylo zjiġtŊn², ģe m²ra intenzity fluorescence Pc byla nŊkolika 
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n§sobnŊ niģġ² v pŚ²padŊ inkubace Pc s 4 ekvivalenty CB[7] v porovn§n² se samotnĨm Pc. To bylo 

potvrzeno i fluorescenļn² mikroskopi², kde bylo obdobnŊ sledov§no mnoģstv² Pc s nebo bez CB[7] po 

12h inkubaci. 

 

Obr§zek 13 Intenzita fluorescence Pc (ļervenŊ) nebo Pc s CB[7] (zelenŊ) v DMSO po lĨze bunŊk HeLa (12h 

inkubace, koncentrace Pc = 1ÕM). Ļ²sla uveden§ nad sloupci vyjadŚuj² rozd²l v sign§lu dan® l§tky s a bez CB[7] 

(Kociscakova et al., 2023). 

Byly zkoum§ny hostïguest interakce CB[7] s ftalocyaniny substituovanĨmi aminoadamantylovĨmi 

skupinami, pŚiļemģ tato interakce vedla k vĨrazn®mu zlepġen² jejich fotofyzik§ln²ch vlastnost². V 

literatuŚe je vġak doloģeno, ģe interakce s CB[7] mŢģe v®st ke zvĨġen® intracelul§rn² akumulaci 

komplexu nebo k pos²len² jeho biologick® aktivity. Je vġak tŚeba zdŢraznit, ģe popisovan® syst®my 

obvykle obsahovaly pouze jednu, maxim§lnŊ dvŊ molekuly CB[7] na komplex (Miao et al., 2015).   
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5.3 Nesymetrick® amfifiln² zineļnat® ftalocyaniny: vliv 

molekul§rn²ho designu na fotodynamickou aktivitu 

Nouf S. Al-Hamdan, Ali Hussain, Magdal®na Kozl²kov§, Mary Angelia Alfred, Miloslav Mach§ļek, 

Asaithampi Ganesan, Petr Zimļ²k, Saad Makhseed. Enhanced photodynamic activity of asymmetric 

non-ionic Zn(II) phthalocyanine amphiphiles: Effect of molecular design on in vitro activity. Dyes and 

Pigments, 2024; 221; 111809; DOI: 10.1016/j.dyepig.2023.111809   

(IF2023 4.148 ï Q1, AIS2023 0,508 ï Q1) 

Tato pr§ce se zamŊŚuje na synt®zu tŚ² nesymetrickĨch Zn(II) ftalocyaninŢ (Pc-Glu4, Pc-Mal4 a Pc-

PEG4), kter® nesou na jedn® ze ļtyŚ izoindolovĨch jednotek 2 neutr§ln² hydrofiln² substituenty, kaģdĨ 

z nich pak vģdy 2 jednotky gluk·zy (Glu), malt·zy (Mal) ļi polyethylenglykolu (PEG) (Obr. 14). DŚ²ve 

byly naġ² vŊdeckou skupinou studov§ny symetrick® zineļnat® (Aza)Pc obsahuj²c² 16 analogickĨch Glu 

(Pc-Glu16) ļi PEG substituentŢ (Pc-PEG16 a AzaPc-PEG16) (Husain et al., 2020, Husain et al., 2022), 

se kterĨmi byly v t®to pr§ci porovn§v§ny nov® asymetrick® deriv§ty. In vitro experimenty byly 

hodnoceny na n§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch HeLa, SK-MEL-28, MCF-7 (lidskĨ karcinom prsu), a na 

dvou bunŊļnĨch endoteli§ln²ch lini²ch HUVEC (prim§rn² linie) a EA.hy926 (imortalizovan® buŔky). 

 

Obr§zek 14 Obecn® struktury asymetrickĨch Pc-PEG4, Pc-Mal4, Pc-Glu4. 

Asymetrick® amfifiln² deriv§ty Pc vykazovaly vĨraznŊ odliġn® chov§n² oproti vysoce hydrofiln²m 

symetrickĨm analogŢm. N²zk® hodnoty rozdŊlovac²ho koeficientu symetrickĨch deriv§tŢ korelovaly s 

jejich vysokou rozpustnost² ve vodŊ a absenc² interakc² s biomembr§nami ļi s®rovĨm albuminem. 

Naproti tomu amfifiln² PS vykazovaly vyġġ² hodnoty rozdŊlovac²ho koeficientu a v prostŚed² vody ļi 

PBS tvoŚily agreg§ty, kter® v pŚ²tomnosti liposomŢ nebo BSA (bovinn²ho s®rov®ho albuminu) 

https://doi.org/10.1016/j.dyepig.2023.111809
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monomerizovaly, coģ vedlo k n§rŢstu fluorescence a t²m i obnoven® schopnosti produkce 1O2. Interakce 

s BSA a liposomy byla vĨznamn§ jiģ pŚi jeho fyziologickĨch koncentrac²ch. To naznaļuje, ģe tyto 

amfifiln² PS mohou d²ky pŚ²tomnosti nesubstituovan® ļ§sti lipofiln²ho plan§rn²ho makrocyklu efektivnŊ 

interagovat s biomembr§nami ļi s®rovĨmi proteiny, ļ²mģ se zvyġuje jejich potenci§l pro 

fotodynamickou terapii. Fotofyzik§ln² parametry vġech slouļenin byly mŊŚeny v DMF. Vġechny 

testovan® Pcs emitovaly ļervenou fluorescenci s typickĨm emisn²m spektrem pro Pc. Produkce 1O2, 

kl²ļov®ho cytotoxick®ho ļinidla pro PDT, byla ¼ļinn§ u vġech slouļenin s ūȹ obvykle nad 0,50. Niģġ² 

hodnota byla namŊŚena pouze u AzaPc-PEG16 (ūȹ = 0,19), coģ je pŚipisov§no obecnŊ niģġ² schopnosti 

aza-analogŢ Pc generovat 1O2. 

Nejprve byl hodnocen prostup studovanĨch PS do bunŊk Hela. Hydrofiln² PS byly vychyt§v§ny 

buŔkami v porovn§n² s amfifilni deriv§ty minim§lnŊ. To naznaļuje, ģe prostorov® uspoŚ§d§n² 

hydrofiln²ch ļi lipofiln²ch ļ§sti v Pc hraje dŢleģitou roli pŚi vychyt§v§n² PS buŔkami. U amfifiln²ch PS 

mnoģstv² v buŔk§ch korelovalo s hodnotami rozdŊlovac²ch koeficientŢ. Aļkoli se hodnoty log P 

symetrick®ho AzaPc-PEG16 a asymetrick®ho Pc-Mal4 vĨraznŊ neliġily, ploch® lipofiln² j§dro Pc-Mal4 

umoģnilo efektivnŊjġ² interakci s bunŊļnĨmi membr§nami; v r§mci s®rie Pc amfifilŢ pak vyġġ² log P 

jednoznaļnŊ podporoval vyġġ² bunŊļnĨ pŚ²jem, pŚiļemģ nejlipofilnŊjġ² Pc-PEG4 vykazoval nejvyġġ² 

akumulaci a nejhydrofilnŊjġ² Pc-Mal4 nejniģġ². Inkubaļn² ļasy byly 15 min a 12 h. Zde byl pozorov§n 

oļek§vanĨ rozd²l v mnoģstv² Pc v z§vislosti na inkubaļn²m ļase (Obr. 15). 

 

Obr§zek 15 Mnoģstv² studovanĨch Pc v buŔk§ch HeLa po inkubaļn²ch ļasech 15 min (modr§) a 12 h (ļerven§). 

Koncentrace Pc=4ÕM. PŚ²sluġn® hodnoty log P jsou uvedeny dole pod n§zvy l§tek (Al-Hamdan et al., 2024). 

Fluorescenļn² mikroskopi² za pouģit² specifickĨch mitochondri§ln²ch a lyzozom§ln²ch sond byla 

prok§z§na kolokalizace vġech PS v endolyzozom§ln²m kompartmentu. Byl pozorov§n tak® patrnĨ rozd²l 

ve fluorescenļn²m sign§lu mezi asymetrickĨmi a symetrickĨmi Pc ï hydrofiln² deriv§ty byly v buŔk§ch 

mikroskopicky obt²ģnŊ detekovateln® (Obr. 16). 
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Obr§zek 16 Hodnocen² lokalizace Pc-Glu4 v HeLa buŔk§ch pomoc² fluorescenļn² mikroskopie. Mitochondrie 

(zelen§), lyzozomy (modr§), Pc-Glu4 (ļerven§). Kolokalizace PS s lyzozomy je viditeln§ rŢģovŊ.  Đseļka 

zn§zorŔuje mŊŚenou plochu (16 Õm).   

  

Amfifiln² PS, jak je pops§no vĨġe, jsou buŔkami l®pe vychyt§v§ny, coģ se projevilo i na fotodynamick® 

aktivitŊ. NamŊŚen® hodnoty EC50 (HeLa) byly n§sleduj²c²: Pc-Glu4 2,07 Ñ 0,06 ÕM, Pc-Mal4 4,97 Ñ 

0,93 ÕM a Pc-PEG4 2,2 Ñ 0,16 ÕM (Tab. 5). Pozorovali jsme nŊkolikan§sobn® sn²ģen² hodnot EC50 u Pc 

nesouc²ch gluk·zu, kde byl Pc-Glu4 pŚibliģnŊ 170Ĭ ¼ļinnŊjġ² neģ Pc-Glu16, a obdobnŊ u pegylovanĨch 

Pc, kde byl Pc-PEG4 zhruba 70Ĭ ¼ļinnŊjġ² neģ Pc-PEG16. FotodynamickĨ ¼ļinek byl obdobnĨ i na MCF-

7 a SK-MEL-28 buŔk§ch. Đļinnost amfifiln²ch PS byla sledov§na i na HUVEC a EA.hy928 bunŊļnĨch 

lini²ch. Tyto bunŊļn® linie byly vybr§ny jako modely pro VTP experimenty (c²len² na c®vy) a DLI se ve 

stanoven² fototoxicity liġilo od experimentŢ na n§dorovĨch lini²ch (0 vs. 12 h). VĨjimku tvoŚila bunŊļn§ 

linie HeLa, kde byla fototoxicita stanovena pŚi obou DLI. Zat²mco Pc-PEG4 ve VTP protokolu nebyla 

schopn§ dos§hnout hodnot EC50, oba cukern® amfifiln² deriv§ty (pŚedevġ²m Pc-Glu4) si zachovaly 

schopnost efektivnŊ usmrcovat buŔky po oz§Śen². Toxicita bez oz§Śen² symetrickĨch i nesymetrickĨch 

PS byla velmi n²zk§ toxicita, nebo ji nebylo moģn® kvŢli omezen® rozpustnosti (amfifiln² deriv§ty) 

stanovit.  
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Tabulka 5 Porovn§n² fotodynamick® aktivity symetrickĨch a nesymetrickĨch Pc vyj§dŚena jako EC50. 

Porovn§v§na tak® byla vlastn² toxicita (TC50 hodnoty), lipofilita a bunŊļnĨ pŚ²jem studovanĨch Pc.a Upraveno z 

(Al-Hamdan et al., 2024) 

  Phototoxicity DARK toxicity 

Sample 
HeLa  

(DLI=12 h) 

HeLa 

(DLI=0 

h) 

MCF-7  

(DLI=12 

h) 

SK-MEL -28  

(DLI=12 h) 

EAhy926  

(DLI=0 

h) 

HUVEC 

(DLI = 0 

h) 

HeLa  HUVEC  

Pc-PEG4 2.20 ± 0.16 100 1.5 ± 0.3 0.9 ± 0.2 50 100 100 100 

 

Pc-Glu4 2.07 ± 0.06 
0.76 ± 

0.04 
1.1 ± 0.1 0.5 ± 0.1 3.3 ± 0.5 2.7 ± 1.4 100 100 

 

 

Pc-Mal4 4.97 ± 0.93 
2.55 ± 

0.35 
2.4 ± 0.3 1.03 ± 0.16 30.8 ± 7.2 

13.6 ± 

5.7 
100 100 

 

 

Pc-Gluc4 354 ± 42 
13.1 ± 

4.3 
60 ± 2 ï ï ï 660 ï  

Pc-PEG16  69.7 Ñ 10.7 >100 ï 44 Ñ 9 ï ï >100   

Pc-PEG6 697 ± 10.7 >100 ï 44 ± 9 ï >100 ï ï  

AzaPc-PEG16 75.7 ± 17.1 >100 ï 25 ± 6 ï >200 ï ï  

 

a hodnoty EC50 a TC50 Ñ SD na n§dorovĨch a nen§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch. Podm²nky ozaŚov§n²: ɚ > 570 nm, 

12.4 mW/cm2, 15min, 11.2 J/cm2 

 

V z§vŊru lze tedy Ś²ci, ģe byly ¼spŊġnŊ navrģeny, syntetizov§ny a charakterizov§ny asymetrick® Pc 

nesouc² hydrofiln² neiontov® substituenty, kter® byly porovn§ny se svĨmi symetrickĨmi hydrofiln²mi 

analogy. Fotodynamick§ aktivita byla hodnocena na v²ce n§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch a na dvou 

endotelovĨch bunŊļnĨch lini²ch. Aktivita byla vĨraznŊ zvĨġena u amfifiln²ch slouļeni, hodnoty EC50 

v submikromol§rn²ch koncentrac²ch, kde dŢleģitou roli hraje vŊtġ² mnoģstv² tŊchto PS v buŔk§ch, a to 

z dŢvodu jejich amfifiln²ho charakteru a vĨrazn® interakci s hovŊz²m s®rovĨm albuminem a 

biomembr§nami. U asymetrickĨch Pc nesouc²ch glukosu byl prok§z§n fotodynamickĨ ¼ļinek v ļase 0 

h na endotelovĨch bunŊļnĨch lini²ch. To naznaļuje fakt, ģe tento PS mŢģe bĨt vhodnĨm kandid§tem pro 

PDT s c²lem v c®vn²m syst®mu.  



 

60 

 

5.4 Vylepġen² fotofyzik§ln²ch a fotodynamickĨch vlastnost² 

BODIPY fotosensitiz®rŢ pomoc² supramolekul§rn² interakce 

s kukurbiturilem 

JiŚ² Demuth*, Rahul Kaushik*, Magdal®na Kozl²kov§*, Carola Rando, Miloslav Mach§ļek, Veronika 

Nov§kov§, Vladim²r Ġindel§Ś, Petr Zimļ²k. BODIPY-cucurbituril complexes: supramolecular approach 

toward improvement of photodynamic activity. Materials Advances, 2024; 5; 3915ï3920; 

DOI: 10.1039/D3MA01164J  

(IF2023 5,217 ï Q2, AIS2023 0,861 ï Q2); *sd²len® prvoautorstv² 

Studie se zamŊŚila na zlepġen² fotodynamick® aktivity BODIPY deriv§tŢ pomoc² vytvoŚen² komplexu s 

CB[7]. Pr§ce je zamŊŚena na synt®zu jodovanĨch BODIPY deriv§tŢ s jedn²m nebo dvŊma 

aminoadamantylovĨmi substituenty, kter® slouģ² jako host pro vytvoŚen² supramolekul§rn²ho komplexu 

s hostitelem, tedy s CB[7].  Zanesen² j·du do struktury BODIPY podporuje mezisyst®movĨ pŚechod, a 

t²m zvyġuje produkci 1O (ūȹ), zat²mco styrylov® skupiny posouvaj² absorpci do ļerven® oblasti, coģ je 

vĨhodn® pro biologick® aplikace. Vznikl® komplexy s CB[7] vĨraznŊ zlepġily rozpustnost slouļenin a 

potlaļily jejich agregaci ve vodn®m prostŚed² (podobn® podm²nky tŊm fyziologickĨm; Obr. 17). 

 

Obr§zek 17 Struktury BODIPY pouģit® v publikaci (Demuth et al., 2024).  

Konfok§ln² mikroskopie prok§zala lokalizaci BODIPY s i bez CB[7] v endolyzozom§ln²m syst®mu 

HeLa bunŊk. (Obr. 16B) U dvou PS (B1 a B2) byl pozorov§n slabĨ sign§l v mitochondri²ch, po 

komplexaci s CB[7] uģ tuto lokalizaci obŊ l§tky nevykazovaly. Ģ§dnĨ BODIPY deriv§t nevykazoval 

v nepŚ²tomnosti svŊtla toxicitu aģ do limitu rozpustnosti (30 ÕM). Fotodynamick§ aktivita samotnĨch 

PS (vyj§dŚen§ hodnotami EC50) se pohybovala v rozmez² 0,25 aģ 6,23 ÕM. Komplex BODIPY s CB[7] 

https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2024/ma/d3ma01164j
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vykazoval vĨznamnŊ vyġġ² ¼ļinnost u slouļenin s jedn²m aminoadamantylem (B1, B2, B3). Zat²mco u 

slouļenin s dvŊma adamantyly bylo pozorov§no sn²ģen² ¼ļinnosti (Obr. 18). 

 

Obr§zek 18 Fototoxicita B2 (A) a B5 (B) na HeLa bunŊļn® linii s 1 ekvivalentem CB[7] na jednu adamantylovou 

skupinu (ļerven§ kŚivka) nebo bez (modr§ kŚivka). Podm²nky ozaŚov§n²: ɚ > 570 nm, 12,4 mW/cm2, 15 min, 11,2 

J/cm2. ***p < 0.001 (Demuth et al., 2024).  

 

Obr§zek 19 Mnoģstv² BODIPY s (modrĨ sloupeļek) nebo bez (ļervenĨ sloupeļek) CB[7] v HeLa buŔk§ch. (A) 

Po inkubaci byly buŔky promyty, lyzov§ny tritonem X-100 a n§slednŊ byla zmŊŚena intenzita fluorescence. (B) U 

fluorescenļn² mikroskopie ģivĨch bunŊk byla pouģita pŚevr§cen§ hodnota expoziļn²ho ļasu potŚebn®ho k z²sk§n² 

sn²mkŢ se srovnatelnĨm fluorescenļn²m sign§lem. 1ĿHCl = B1, 2ĿHCl = B2, 3 = B3, 4ĿHCl = B4, 5 = B5 (Demuth 

et al., 2024).  

 

Mnoģstv² studovanĨch slouļenin v HeLa buŔk§ch bylo urļeno dvŊma metodami: mŊŚen²m fluorescence 

roztoku a fluorescenļn² mikroskopi² ģivĨch bunŊk (Obr. 19). V tomto experimentu bylo mnoģstv² l§tky 

v buŔk§ch vyj§dŚeno jako pŚevr§cen§ hodnota expoziļn²ho ļasu potŚebn®ho k poŚ²zen² sn²mkŢ se 

stejnou intenzitou fluorescence. ObŊ metody uk§zaly, ģe komplex s CB[7] m§ niģġ² intenzitu 

fluorescence neģ volnĨ BODIPY. To vġak neodpov²d§ vĨsledkŢm ze stanoven² fototoxicity, kde mŊl 

komplex s CB[7] niģġ² EC50 (komplex s B1, B2, B3). Pokud ale zohledn²me vġechny vlastnosti 
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komplexu s CB[7], rozhoduj²c² nejsp²ġ bude vyġġ² tvorba 1O2, a proto nen² nutnĨ tak silnĨ bunŊļnĨ 

pŚ²jem (ten mŢģe bĨt tak® ovlivnŊn vŊtġ² velikost² a hydrofilitou CB[7], kterĨ hŢŚe pronik§ do bunŊk).  

 

Zaveden²m aminoadamantylovĨch substituentŢ do struktury distyryl-BODIPY molekul umoģnilo 

vytvoŚit specifick§ vazebn§ m²sta pro CB[7], jenģ s nimi tvoŚ² stabiln² komplexy v pomŊru 1:1. Tato 

supramolekul§rn² interakce vĨznamnŊ zlepġila rozpustnost pŢvodnŊ lipofiln²ch BODIPY deriv§tŢ ve 

vodn®m prostŚed² a z§roveŔ omezila jejich tendenci k agregaci. U slouļenin nesouc²ch jednu CB[7] 

jednotku se tato ¼prava projevila zvĨġen²m fotodynamick® ¼ļinnosti. VĨsledky tak potvrzuj², ģe 

supramolekul§rn² strategie mŢģe bĨt efektivn²m n§strojem ke zlepġen² fotofyzik§ln²ch vlastnost² a 

biologick® aktivity hydrofobn²ch fotosensitiz®rŢ, pokud je jejich struktura vhodnŊ navrģena. PŚestoģe 

vyuģit² supramolekul§rn² interakce vede ke zvĨġen® produkci 1O2, mŢģe z§roveŔ sniģovat bunŊļnou 

internalizaci. CelkovĨ efekt je tedy vĨsledkem rovnov§hy tŊchto protichŢdnĨch vlivŢ, pŚiļemģ zlepġen² 

bylo nejvĨraznŊjġ² u komplexŢ s jednou CB[7] jednotkou. 
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5.5 C²len§ fotoimunoterapie: vyuģit² atezolizumabu pro selektivn² 

eradikaci n§dorovĨch bunŊk  

Manuela Maria Alampi, Magdal®na Kozl²kov§, Matteo Mariangeli, Simone Civita, Pietro Delcanale, 

Andrea Mussini, Alberto Diaspro, Paolo Bianchini, Anette Weyergang, Kristian Berg, Cristiano 

Viappiani, Stefania Abbruzzetti and P¬l Kristian Selbo. Light-enhanced cytotoxicity and intracellular 

trafficking of the PD-L1-targeting photoimmunoconjugate EITC-atezolizumab, Biomedicine & 

Pharmacotherapy, 2025, 191, 118550, DOI: 10.1016/j.biopha.2025.118550  

(IF2024 7,498 ï D1, AIS2024 1,328 ï D1) 

Tato pr§ce se zamŊŚila na zlepġen² protin§dorov® ¼ļinnosti novŊ vytvoŚen®ho fotoimunokonjug§tu 

EITC-atezolizumabu, kterĨ kombinuje monoklon§ln² protil§tku atezolizumab zamŊŚenou na PD-L1 s 

fotosensitiz®rem EITC (eosin-5-isothiokyan§tu). C²lem bylo nejen ovŊŚit jeho schopnost vyvolat 

cytotoxick® ¼ļinky v buŔk§ch nemalobunŊļn®ho karcinomu plic (NSCLC), ale tak® detailnŊ 

prozkoumat jeho intracelul§rn² transportn² dr§hy pomoc² fluorescenļnŊ znaļen®ho deriv§tu 

atezolizumabu.  

Pomoc² prŢtokov® cytometrie byla nejprve stanovena m²ra exprese PD-L1 ve dvou NSCLC bunŊļnĨch 

lini²ch NCI-H1975 a A549. Jako pozitivn² kontrola byla vybr§na trojn§sobnŊ negativn² bunŊļn§ linie 

karcinomu prsu MDA-MB-231. Atezolizumab byl konjugov§n s AlexaFluor647. Exprese PD-L1 byla 

hodnocena jako n§rŢst sign§lu AlexaFluor647-atezolizumabu v porovn§n² s neobarvenĨmi vzorky 

jednotlivĨch bunŊļnĨch lini²ch (Obr. 20). Byly pozorov§ny vĨznamn® rozd²ly mezi NSCLC bunŊļnĨmi 

liniemi. NCI-H1975 mŊly vĨznamnŊ vyġġ² hodnoty medi§nu intenzity fluorescence (MFI: 27 Ñ 6) neģ 

A549 (MFI: 7 Ñ 2), coģ potvrzuje vĨsledky z pŚedchoz²ch studi²ch (Zanello et al., 2022). 

 

Obr§zek 20 Exprese PD-L1 v NSCLC buŔk§ch a buŔk§ch karcinomu prsu MDA-MB-231. A Grafick® zn§zornŊn² 

komplexu AlexaFluor647-atezolizumab pŚi vazbŊ na PD-L1, B Povrchov§ exprese PD-L1 v bunŊļnĨch lini²ch 

MDA-MB-231, NCI-H1975 a A549. BuŔky byly inkubov§ny s komplexem AlexaFluor647-atezoluzimab, 

neobarven® buŔky byly pouģity jako kontroln² buŔky. Relativn² hladiny exprese PD-L1 byly urļeny vĨpoļtem 

n§sobn®ho zvĨġen² hodnoty MFI ve srovn§n² s neobarvenĨmi buŔkami (Alampi et al., 2025). 

 FotoaktivovatelnĨ konjug§t EITC-atezolizumab byl testov§na na buŔk§ch NSCLC s rozd²lnou expres² 

PD-L1. BuŔky byly inkubov§ny s konjug§tem pŚes noc a n§slednŊ oz§Śeny po dobu 1 h modrĨm 

https://www.sciencedirect.com/journal/biomedicine-and-pharmacotherapy
https://www.sciencedirect.com/journal/biomedicine-and-pharmacotherapy
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2025.118550
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(458/25 nm) a zelenĨm (523/40 nm) svŊtlem (d§vka oz§Śen²: 65.2 J/cm2). Fotopoġkozen² bunŊk bylo 

stanoveno 24 h po oz§Śen² metodou redukce tetrazoliov® soli (MTS), kter§ stanovuje metabolickou 

aktivitu mitochondri². PIT vyvolala vĨznamnou fototoxicitu v obou bunŊļnĨch lini²ch NSCLC ve 

srovn§n² se samotnĨm PS nebo atezolizumabem. VĨraznŊjġ² pokles bunŊļn®ho metabolismu nastal u 

NCI-H1975 bunŊļn® linie, pŚibliģnŊ o 70 % a 80 % pŚi 5 a 10 ÕM. BunŊļn§ linie A549 byla m®nŊ citliv§ 

vŢļi fotoimunokonjug§tu, pokles metabolick® aktivity byl o 30 % a 40 % pŚi 5 a 10 ÕM. VĨsledky PIT 

tedy koreluj² s ¼rovn² exprese PD-L1 (Obr. 21). 

 

Obr§zek 21 PIT s EITC-Atezolizumab v NCI-H1975 a A549 buŔk§ch. Fototoxicita v NCI-H1975 (A) a A549 (B) 

stanoveno 24 h po oz§Śen² metodou MTS. BuŔky byly inkubov§ny pŚes noc s EITC-Atezolizumab, n§slednŊ 

oz§Śeny po dobu 1 h modrĨm (458/25 nm) a zelenĨm (523/40 nm) svŊtlem (fluence: 65.2 J/cm2). Metabolick§ 

aktivita bunŊk byla vztaģena ke kontroln²m buŔk§m a data jsou vyj§dŚeny jako prŢmŊrn® hodnoty Ñ SEM. ns: nen² 

vĨznamn®, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. kontrola (svŊtlo) (Alampi et al., 2025). 

 

Konfok§ln² fluorescenļn² mikroskopie poskytla nov® poznatky o vnitrobunŊļn® cestŊ atezolizumabu. 

AlexaFluor647-atezolizumab se v§ģe na bunŊļnou membr§nu, n§slednou endocyt·zou doch§z² k jeho 

internalizaci a k jeho hromadŊn² v intracelul§rn²ch kompartmentech. BuŔky byly inkubov§ny 

s fotoimunokonjug§tem v ļasech 10 min, 2 h, 6 h a 24 h. Aby se prok§zala kolokalizace s lyzozomy, 

buŔky byly obarveny pomoc² LysoTrackerTM Blue. U bunŊļn® linie A549 byl pozorov§n postupnĨ n§rŢst 

kolokalizace konjug§tu s lyzozomy v ļase. To potvrdila i kvantitativn² analĨza. Byl vyhodnocen PCC 

(PearsonŢv korelaļn² koeficient) a MOC (ManderŢv koeficient pŚekryvu). PCC uk§zala postupnĨ n§rŢst 

z 0,020 Ñ 0,006 v 10 min na 0,41 Ñ 0,05 ve 24 h, coģ naznaļuje smŊrov§n² atezolizumabu nebo PD-L1 

k lyzozom§ln² degradaci. PodobnŊ MOC vzrostl z 0,14 Ñ 0,03 na 0,36 Ñ 0,05 bŊhem stejn®ho 

inkubaļn²ho ļasu.  U bunŊļn® linie NCI-H1975 byla tak® prok§z§na postupn§ internalizace 

atezolizumabu do intracelul§rn²ch kompartmentŢ. Na rozd²l od bunŊļn® linie A549 vġak sign§l 

kolokalizace mezi inkubaļn²mi ļasy 6 a 24 h nenarostl. PŚi 10 min a 2 h inkubaci je pozorov§n postupnĨ 

transport fotoimunokonjug§tu z plazmatick® membr§ny do ļasnĨch a pozdn²ch endozomŢ a lyzozomŢ. 

JeġtŊ vĨraznŊjġ² kolokalizace byla pozorov§na pŚi 2 h a 6 h inkubaci. PCC potvrdil vrchol kolokalizace 
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v ļase 6 h (0,4 Ñ 0,1). PŚi 24 h ale doġlo k poklesu kolokalizace na 0,3 Ñ 0,1. Pokles mŢģe naznaļovat, 

ģe ļ§st internalizovan®ho konjug§tu je pŚesmŊrov§no do recyklaļn²ch kompartmentŢ a potencion§lnŊ 

znovu exprimov§no na plazmatick® membr§nŊ.    

Pro jeġtŊ detailnŊjġ² zkoum§n² intracelul§rn²ho osudu atezolizumabu byla studov§na kolokalizace 

s CD63, markerem multivesikul§rn²ch tŊl²sek (MVBs) a exozomŢ. MVBs pŚedstavuj² z§sadn² uzly 

endocyt§rn² dr§hy ï mohou se spojit s lyzozomy a podl®hat degradaci, nebo mohou bĨt nasmŊrov§ny k 

plazmatick® membr§nŊ, odkud doch§z² k uvolnŊn² ve formŊ exozomŢ. T²mto zpŢsobem vĨznamnŊ 

reguluj² bunŊļnou signalizaci i imunitn² reakce (Yao et al., 2019). Imunocytochemick§ analĨza s 

pouģit²m anti-CD63 pouk§zala na fakt, ģe atezolizumab se hromad² v pozdn²ch endozomech a v MVBs 

u obou bunŊļnĨch lini² NCI-H1975 a A549, jak naznaļuje kolokalizace fotoimunokonjug§tu s CD63. U 

bunŊļn® linie A549 byla kolokalizace CD63 patrn§ jiģ po 10 min inkubace, tedy ve f§zi ļasn® 

endocyt·zy. Delġ² inkubaļn² ļasy prok§zaly, ģe ļ§st atezolizumabu je tŚ²dŊna do MVBs a lyzozomŢ a 

n§slednŊ doch§z² k jeho degradaci. BunŊļn§ linie H1975 naznaļuje jin® transportn² vzorce 

atezolizumabu. Ten byl kolokalizov§n s CD63 v ļasech 2 a 6 h. Po 24 h inkubaci byla kolokalizace 

sledov§na v cel® cytoplazmŊ, ļ§st byla navr§cena zpŊt do plazmatick® membr§ny (Obr. 22). To potvrzuje 

fakt, ģe ļ§st atezolizumabu je urļena k degradaci, ļ§st vġak mŢģe bĨt pŚesmŊrov§na do recyklaļn²ch 

kompartmentŢ. Sn²mky byly analyzov§ny pomoc² pluginu ComDet v bal²ļku pro zpracov§n² obrazu 

Fiji, kterĨ je speci§lnŊ navrģen k detekci kolokalizovanĨch shlukŢ v rŢznĨch kan§lech. Software 

vizualizoval fluorescenļn² body kolem detekovanĨch shlukŢ, ļervenŊ oznaļuje AlexaFluor647-

atezolizumab, zelenŊ CD63-AlexaFluor488 a ģlutŊ kolokalizaci. 

Z§vŊrem lze Ś²ct, ģe PIT s EITC-atezolizumabem ¼ļinnŊ zvyġuje cytotoxicitu u bunŊļn® linie NCI-

H1975, kter§ silnŊ exprimuje PD-L1. V menġ² m²Śe zvyġoval cytotoxicitu i u slabŊ exprimuj²c²ch 

NSCLC bunŊk A549. Bylo prok§z§no odliġn® chov§n² atezolizumabu/PD-L1 mezi bunŊļnĨmi liniemi 

NSCLC. U bunŊļn® linie A549 bylo pozorov§no smŊŚov§n² atezolizumabu/PD-L1 pŚev§ģnŊ do 

lyzozomŢ. BunŊļn§ linie NCI-H1975 tak® transportovala atezolizumab/PD-L1 do lyzozomŢ, ale byla 

zde ļastŊji pozorov§na recyklace zpŊt do plazmatick® membr§ny. U obou bunŊļnĨch NSCLC lini² je 

transport atezolizumabu/PD-L1 zajiġŠov§n pŚes CD63 pozitivn² MVBs, coģ naznaļuje zapojen² CD63 

pozitivn²ch exozomŢ a tak® to mŢģe m²t vliv na jeho terapeutickĨ ¼ļinek.  

 



 

66 

 

 

Obr§zek 22 Reprezentativn² sn²mky kolokalizace shlukŢ atezolizumabu s CD63 po 2 h inkubaci bunŊļnĨch lini² 

(A) A549 a (B) NCI-H1975. Software vykresluje kruhy obklopuj²c² detekovan® shluky: zelen§ pro CD63 a ļerven§ 

pro fotoimunokonjug§t atezolizumabu. Grafy pŚedstavuj² pomŊr kolokalizovanĨch shlukŢ k celkov®mu poļtu 

shlukŢ atezolizumabu v rŢznĨch ļasech inkubace pro obŊ bunŊļn® linie: (C) A549 a (D) NCI-H1975. Poļet bunŊk 

(n) analyzovanĨch pro jednotliv® ļasov® body: A549 (10 min: n = 15, 2 h: n = 24, 6 h: n = 56, 24 h: n = 46) a H1975 

(10 min: n = 47, 2 h: n = 42, 6 h: n = 36, 24 h: n = 47). *: p < 0,05, **: p < 0,01, ***: p < 0,001 vs. inkubace po 

dobu 10 minut (Alampi et al., 2025). 
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5.6 Identifikace faktorŢ ovlivŔuj²c²ch fotodynamickou aktivitu 

ftalocyaninŢ 

Magdalena Kozlikova*, Mary Angelia Alfred*, Miloslav Machacek*, Fabienne Dumoulin, Andres de la 

Escosura, Tomasz Goslinski, Marie Halaskova, Jian-Dong Huang, Mei-Rong Ke, Saad Makhseed, 

Dariusz Mlynarczyk, Dennis Ng, Tom§s Torres, Roy Wong, Petr Zimcik, Veronika Novakova. 

Identifying Structural Factors Governing the Photodynamic Activity of Phthalocyanines. Journal of 

Medicinal Chemistry, 2026, DOI: 10.1021/acs.jmedchem.5c03090  

(IF2024 6,833 ï D1, AIS2024 1,589 ï D1); *sd²len® prvoautorstv² 

Tato studie pŚedstavuje dosud nejrozs§hlejġ² systematick® porovn§n² v²ce neģ ļtyŚiceti ftalocyaninovĨch 

deriv§tŢ testovanĨch za jednotnĨch experiment§ln²ch podm²nek. Tato metodologick§ konzistence je 

z§sadn², protoģe umoģŔuje objektivnŊ posoudit, jak jednotliv® struktur§ln² prvky ovlivŔuj² biologick® 

chov§n² PS a jejich fotodynamickou ¼ļinnost. Tato pr§ce je mimoŚ§dnŊ cenn§, protoģe ukazuje, ģe PDT 

aktivita ftalocyaninŢ nen² d§na jedinĨm parametrem, ale komplexn² kombinac² fyzik§lnŊ-chemickĨch 

vlastnost², interakc² s biomolekulami a schopnost² zŢst§vat v monomern² formŊ.  

V pr§ci jsou zahrnuty anionick®, kationick® i neiontov® deriv§ty s rŢznou symetri², typem substituce a 

centr§ln²m kovem. Studie se zamŊŚila na detailn² charakterizaci jejich spektr§ln²ch vlastnost², m²ru 

agregace, interakce s bovinn²m s®rovĨm albuminem, lokalizaci v buŔce a fotodynamickou ¼ļinnost na 

tŚech lidskĨch n§dorovĨch lini²ch (HeLa, MCF-7, SK-MEL-28). 

|Z§sadn² je vliv agregace na biologickou ¼ļinnost ftalocyaninŢ. Vzhledem k silnŊ lipofiln²mu charakteru 

makrocyklu maj² ftalocyaniny tendenci tvoŚit agreg§ty ve vodn®m prostŚed², coģ vede k vĨrazn®mu 

sn²ģen² produkce singletov®ho kysl²ku. Z biologick®ho hlediska je tento jev kritickĨ, protoģe agregovan® 

formy PS vykazuj² n²zkou fototoxicitu bez ohledu na jejich fotofyzik§ln² parametry mŊŚen® v 

organickĨch rozpouġtŊdlech. Studie ukazuje, ģe nej¼ļinnŊjġ² strategi² pro dosaģen² monomerizace je 

axi§ln² substituce u kŚemiļitĨch ftalocyaninŢ nebo zaveden² rigidn²ch, prostorovŊ n§roļnĨch perifern²ch 

substituentŢ, kter® br§n² ḯ́  stacking interakc²m. Tyto struktur§ln² prvky pŚ²mo ovlivŔuj² biologickou 

dostupnost PS, protoģe pouze monomern² formy jsou schopn® efektivnŊ generovat ROS. 

VĨznamnou roli v biologick®m chov§n² ftalocyaninŢ hraje jejich interakce se s®rovĨmi proteiny, 

zejm®na s BSA, kterĨ je bŊģnŊ pŚ²tomen v kultivaļn²ch m®di²ch. Studie ukazuje, ģe BSA mŢģe ļ§steļnŊ 

potlaļovat agregaci, coģ je z hlediska biologick® dostupnosti pozitivn². SouļasnŊ vġak mŢģe doch§zet k 

ļ§steļn®mu zh§ġen² excitovanĨch stavŢ, zejm®na u aza-analogŢ, coģ vede ke sn²ģen² fotodynamick® 

¼ļinnosti. Tento efekt je nejvĨraznŊjġ² u anionickĨch deriv§tŢ, kter® s albuminem interaguj² nejsilnŊji. 

Z biologick®ho hlediska to znamen§, ģe siln§ vazba na s®rov® proteiny mŢģe sniģovat efektivn² 

koncentraci voln®ho PS dostupn®ho pro bunŊļnĨ pŚ²jem a n§slednou fototoxicitu. 

https://doi.org/10.1021/acs.jmedchem.5c03090
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Jedn²m z nejvĨraznŊjġ²ch poznatkŢ potvrzenĨch ve studii je vyġġ² fotodynamick§ aktivita kationickĨch 

ftalocyaninŢ (Obr. 23A). Tyto deriv§ty vykazuj² nejniģġ² EC50 hodnoty napŚ²ļ testovanĨmi liniemi, coģ 

lze pŚiļ²st jejich efektivnŊjġ²mu bunŊļn®mu pŚ²jmu a omezen® vazbŊ na albumin. Kationick® skupiny 

podporuj² interakci s negativnŊ nabitĨmi bunŊļnĨmi membr§nami, coģ vede k rychlejġ² internalizaci a 

vyġġ² intracelul§rn² koncentraci PS. 

Naopak, anionick® deriv§ty vykazuj² nejniģġ² fotodynamickou aktivitu, coģ je v souladu s jejich silnou 

vazbou na BSA. Tato vazba sice chr§n² molekuly pŚed protonac² a agregac² v kysel®m prostŚed² 

lysozomŢ, z§roveŔ vġak vede k zh§ġen² excitovanĨch stavŢ a omezuje jejich efektivn² bunŊļnĨ pŚ²jem. 

Studie vġak ukazuje, ģe nesymetrick§ substituce vedouc² k amfifiln²mu charakteru mŢģe tento 

nedostatek ļ§steļnŊ kompenzovat. Amfifiln² molekuly l®pe interaguj² s lipidovĨmi membr§nami, coģ 

podporuje jejich internalizaci a zvyġuje fotodynamickou ¼ļinnost (Obr. 23B).  

U neutr§ln²ch deriv§tŢ je situace komplexnŊjġ². Jejich aktivita je silnŊ ovlivnŊna velikost² a flexibilitou 

substituentŢ. Menġ² a m®nŊ objemn® substituenty podporuj² lipofiln² charakter a t²m i bunŊļnĨ pŚ²jem, 

zat²mco pŚ²liġ objemn® skupiny mohou pŚ²jem omezovat. Studie tak ukazuje, ģe optim§ln² biologick® 

chov§n² neutr§ln²ch ftalocyaninŢ vyģaduje peļlivou rovnov§hu mezi hydrofiln²mi substituenty, 

hydrofobn²m j§drem a celkovou velikost² molekuly.  

 

Obr§zek 23 (A) hodnoty EC50 vġech studovanĨch l§tek seskupenĨch podle jejich struktur§ln²ch charakteristik 

(n§boj, poloha substituentŢ) na HeLa buŔk§ch, (B) Lokalizace vybranĨch deriv§tŢ v mitochondri²ch (Si5-N), 

v cytoplazmatick® membr§nŊ (A9H) a lysozomech (N11Zn). Ļerven§ ï fotosensitiz®r, zelen§ ïfluorescenļn² 

sondy specifick® pro dan® organely (Kozlikova et al., 2026).  
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Fotofyzik§ln² parametry mŊŚen® v DMF (ūȹ, ūF) jsou napŚ²ļ celou s®ri² relativnŊ podobn® a nelze je 

pouģ²t jako spolehlivĨ prediktor biologick® ¼ļinnosti. To potvrzuje, ģe biologick® chov§n² PS je 

urļov§no pŚedevġ²m jejich stavem v re§ln®m biologick®m prostŚed², nikoli v organick®m rozpouġtŊdle. 

Z hlediska biologick® relevance je proto kl²ļov® hodnotit PS v podm²nk§ch, kter® co nejv²ce odpov²daj² 

fyziologick®mu prostŚed², vļetnŊ pŚ²tomnosti s®rovĨch proteinŢ, membr§novĨch struktur a 

intracelul§rn²ch organel. 

Studie poskytuje komplexn² a biologicky relevantn² pohled na to, jak struktur§ln² vlastnosti ftalocyaninŢ 

ovlivŔuj² jejich fotodynamickou aktivitu. Ukazuje, ģe PDT ¼ļinnost je vĨsledkem sloģit® interakce mezi 

agregac², rozpustnost², n§bojem, symetri², interakcemi s biomolekulami a prostupem do bunŊk. Tyto 

poznatky pŚedstavuj² cenn® vod²tko pro racion§ln² n§vrh novĨch fotosensitiz®rŢ a zdŢrazŔuj², ģe 

biologick® hodnocen² mus² bĨt ned²lnou souļ§st² vĨvoje kaģd®ho nov®ho Pc deriv§tu. 
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5.7 SvŊtlem Ś²zen§ eliminace PD-L1+ bunŊk nemalobunŊļn®ho 

karcinomu plic  

Magdal®na Kozl²kov§, Inger Kristine Fjeldskaar Aukrust, Monika Rohl²ļkov§, Miloslav Mach§ļek, 

Kristian Berg, Anette Weyergang, P¬l Kristian Selbo. Photochemical enhancement of PD-L1-SAP 

immunotoxin efficacy in non-small cell lung cancer cell lines. Front. Immunol., 2026, DOI: 

10.3389/fimmu.2026.1750003  

(IF2024 5,923 ï Q1, AIS2024 1,669 ï Q1) 

Tato studie se zamŊŚila na jedno z hlavn²ch omezen² souļasn® imunoterapie nemalobunŊļn®ho 

karcinomu plic (NSCLC): rezistenc² vŢļi inhibitorŢm kontroln²ch bodŢ imunity (ICIs), kter® c²l² na osu 

PD-1/PD-L1. Hlavn²m c²lem bylo vyhodnotit fotochemickou internalizaci (PCI), technologii Ś²zen®ho 

dod§v§n² l®ļiv pomoc² svŊtla, jako prostŚedek ke zvĨġen² intracelul§rn²ho transportu a cytotoxick® 

¼ļinnosti imunotoxinu c²len®ho na PD-L1 (anti-PD-L1-SAP), sloģen®ho z monoklon§ln² protil§tky proti 

PD-L1 konjugovan® se saporinem (proteinem inaktivuj²c² ribozomy). Kombinac² PCI s anti-PD-L1-

SAP jsme se snaģili pŚekonat lyzozom§ln² degradaci (¼nikem z endozomŢ) a mechanismy rezistence, a 

t²m rozġ²Śit terapeutickĨ potenci§l imunotoxinŢ u PD-L1-pozitivn²ch NSCLC. Byly vybr§ny dvŊ 

bunŊļn® linie NSCLC s rozd²lnou expres² PD-L1: NCI-H1975 jako linie silnŊ exprimuj²c² PD-L1 (PD-

L1high) a A549 jako linie slabŊ exprimuj²c² PD-L1 (PD-L1low).  

K vytvoŚen² vhodnĨch podm²nek pro PCI bylo nejprve nutn® otestovat fotodynamickou aktivitu 

fimaporfinu (TPCS2a) u obou bunŊļnĨch lini². PD-L1high byly citlivŊjġ² k PDT s TPCS2a a pro PCI byla 

vybr§na koncentrace 0,2 Õg/mL. PD-L1low byla m®nŊ citliv§ k PDT s TPCS2a a pro PCI byla zvolena 

koncentrace 0,5 Õg/mL. DŢleģit® bylo tak® otestovat toxicitu samotn®ho anti-PD-L1-SAP a nec²len®ho 

imunotoxinu BIgG-SAP. ObŊ bunŊļn® linie byly inkubov§ny s c²lenĨm i nec²lenĨm imunotoxinem po 

dobu 18 h a ģivotaschopnost bunŊk byla n§slednŊ vyhodnocena po 48 h. Kontroln² nec²len§ protil§tka 

BIgG-SAP nevykazovala sn²ģen² ģivotaschopnosti bunŊk ani u jedn® z bunŊļnĨch lini²ch 

v koncentraļn²m rozpŊt² 1ï3000 pM. StejnĨ trend vykazoval samotnĨ saporin. Zat²mco u PD-L1low 

bunŊļn® linie anti-PD-L1-SAP nevyvolal pokles ģivotaschopnosti bunŊk v uveden®m koncentraļn²m 

rozpŊt², u PD-L1high bunŊļn® linie zpŢsobil pokles ģivotaschopnosti bunŊk o 31 % a 63,5 % pŚi pouģit² 

koncentrac² 100 pM a 1000 pM. Kratġ² inkubace (4 h) poskytla podobn® vĨsledky jako delġ² inkubace 

(18 h). BIgG-SAP nesn²ģil ģivotaschopnost bunŊk ani v jedn® bunŊļn® linii. Anti-PD-L1-SAP sn²ģil 

ģivotaschopnost bunŊk pouze u PD-L1high bunŊļn® linie (o 11 % a 24 % pŚi 100 pM a 1000 pM). 

Na z§kladŊ pŚedeġlĨch experimentŢ byl navrģen PCI experiment s anti-PD-L1-SAP a dvŊma 

inkubaļn²mi ļasy ï 18 h (protokol I) a 4 h (protokol II):  
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- Protokol I (18h koinkubace fimaporfinu s antiïPD-L1ïSAP + 4 h chasing) vedl k vĨrazn®mu 

zvĨġen² cytotoxicity v PD-L1high buŔk§ch pŚi 30ï100 pM, zat²mco PD-L1low vyģadovaly vyġġ² 

d§vku imunotoxinu 1000 pM (Obr. 24 A, B). 

- Protokol II (18 h inkubace s fimaporfinem + 4 h inkubace s antiïPD-L1ïSAP) dos§hl ¼ļinnosti 

v PD-L1high pŚi 1000 pM, ale u PD-L1low mŊl slabġ² efekt neģ u protokolu I. CelkovŊ vĨsledky 

ukazuj², ģe v buŔk§ch s n²zkou expres² PD-L1 je pro ¼ļinnou PCI nutn§ delġ² expozice nebo 

vyġġ² koncentrace imunotoxinu (Obr. 24 C, D). 

Pro ovŊŚen², zda klinicky schv§len§ protil§tka proti PD-L1 atezolizumab (TecentriqÈ) ovlivŔuje 

¼ļinnost PCI, byl atezolizumab pouģit v kombinaci s protokolem II. C²lem bylo zjistit, zda blok§da 

receptoru atezolizumabem zvyġuje nebo sniģuje PCI-zprostŚedkovanou cytotoxicitu imunotoxinu antiï

PD-L1ïSAP v bunŊļnĨch lini²ch A549 a NCI-H1975. 

V buŔk§ch NCI-H1975 (PD-L1high) kombinace s atezolizumabem vĨznamnŊ sn²ģila ¼ļinek PCI bŊhem 

prvn²ch 90 s oz§Śen² (p = 0,005), coģ naznaļuje kompetitivn² blok§du vazebnĨch m²st a omezenĨ pŚ²jem 

imunotoxinu. Naproti tomu v buŔk§ch A549 (PD-L1low) nebyl pozorov§n vĨznamnĨ pokles ¼ļinnosti 

PCI.  

 

Obr§zek 24 Đļinnost PCI v NSCLC buŔk§ch. (A, B) PCI protokol I s 18 h koinkubac² imunotoxinu a fimaporfinu. 

NCI-H1975 bunŊļn§ linie (A) byla inkubov§ny s 30, 100 a 1000 pM anti-PD-L1-SAP. A549 bunŊļn§ linie (B) 

byla inkubov§na s 1000 pM anti-PD-L1-SAP. Vġechny l§tky byly inkubov§ny s buŔkami po dobu 18 h, n§sledoval 

4 h chasing. Vġechny hodnoty jsou vztaģeny ke kontroln²m neovlivnŊnĨm buŔk§m. (C, D) Protokol II pro 

stanoven² ¼ļinnosti PCI v NCI-H1975 (C) a A549 (D) buŔk§ch. Ģivotaschopnost bunŊk byla hodnocena u vġech 

experimentŢ 48 h po oz§Śen² metodou MTS. Hodnoty pŚedstavuj² prŢmŊr Ñ SD tŚ² nez§vislĨch experimentŢ 

(Kozl²kov§ et al., 2026).  
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Pro PCI je podstatn§ akumulace l®ļiva v endolyzozom§ln²m kompartmentu. Proto bylo pro tuto studii 

podstatn® vyhodnotit transport anti-PD-L1 v bunŊļnĨch lini²ch NCI-H1975 a A549 pomoc² konfok§ln² 

fluorescenļn² mikroskopie. BuŔky byly inkubov§ny s anti-PD-L1-AlexaFluor647, u kter®ho pak byl 

n§slednŊ sledov§n jeho intracelul§rn² osud v rŢznĨch ļasovĨch intervalech (0,5, 1, 2, 4, 8 a 18 h). 

K potvrzen² kolokalizace s lyzozomy byly buŔky obarveny pomoc² fluorescenļn² sondy LysoTrackerTM 

Blue. Aby mohla bĨt potvrzena lokalizace v membr§nŊ, pouģili jsme k obarven² fluorescenļn² sondu 

CellMaskTM Green (Obr. 25A). U PD-L1high bunŊļn® linie byla protil§tka v intervalech 30 min, 1 a 2 h 

lokalizov§na pŚev§ģnŊ v plazmatick® membr§nŊ, coģ bylo detekov§no jako oranģovĨ sign§l, kterĨ 

vznikl jako pŚekryt² fluorescenļn²ho sign§lu membr§nov® sondy (zelen§) a protil§tky (ļerven§). 

S narŢstaj²c²m ļasem inkubace doch§zelo k transportu protil§tky do intracelul§rn²ch kompartmentŢ, 

pŚev§ģnŊ lyzozomŢ, viditeln® jako rŢģovĨ sign§l vzniklĨ pŚekryt²m modr® (lyzozomy) a ļerven® 

(protil§tka) fluorescence. To potvrzuje aktivn² internalizaci PD-L1 a n§slednĨ transport do lyzozomŢ. 

Potvrdila to i kvantitativn² analĨza pomoc² PCC a MOC koeficientu. PCC po 30 min inkubaci prok§zal 

silnou kolokalizaci v membr§nŊ (0,71 Ñ 0,01), kter§ po 18 h inkubaci klesla (0,14 Ñ 0,04). MOC 

vykazoval stejnĨ trend, pokles z 0,8 Ñ 0,02 na 0,62 Ñ 0,01 ve stejnĨ ļasovĨ interval. Na druhou stranu, 

kolokalizace s lyzozomy se postupem ļasu zvyġovala. PCC se zvĨġil z 0,17 Ñ 0,04 po 30 min na 0,64 Ñ 

0,02 v 18 h, zat²mco MOC narostl z 0,59 Ñ 0,01 na 0,81 Ñ 0,03 (Obr. 25B). Tato data potvrzuj² postupnou 

internalizaci PD-L1 a jeho pŚesun do lyzozomŢ, coģ poukazuje na dynamickĨ intracelul§rn² proces.  

 

Obr§zek 25 Sledov§n² intracelul§rn²ho osudu znaļen® protil§tky anti-PD-L1-AlexaFluor647 v NCI-H1975 (PD-

L1high) buŔk§ch. (A) Reprezentativn² sn²mky vybranĨch ļasŢ (4 a 18 h). Ļerven§ ï protil§tka, zelen§ ï plazmatick§ 

membr§na, modr§ ï lyzozomy, rŢģov§ ï kolokalizace lyzozomŢ s protil§tkou, oranģov§/ģlut§ ï kolokalizace 

plazmatick® membr§ny s protil§tkou. (B) Kvantitativn² analĨza kolokalizace protil§tky s lyzozomy (modr§ kŚivka) 

a plazmatickou membr§nou (zelen§ kŚivka) pouģit²m Pearsonova koeficientu kolokalizace. Data reprezentuj² 

prŢmŊr Ñ SD tŚ² nez§vislĨch experimentŢ. Upraveno z  (Kozl²kov§ et al., 2026). 

U PD-L1low bunŊļn® linie kolokalizace protil§tky s plazmatickou membr§nou byla velmi slab§ a 

postupnŊ klesala (Obr. 26A). To potvrzuje i PCC, kdy hodnoty 0,23 Ñ 0,02 pŚi 30 minut§ch klesly na 

0,02 Ñ 0,02 po 18 h. To potvrzuje postupnou internalizaci PD-L1 z plazmatick® membr§ny do 

intracelul§rn²ch kompartmentŢ. Kolokalizace s lyzozomy dos§hla vrcholu pŚi 4 h (0,60 Ñ 0,02) a pot® 
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d§le klesala (0,36 Ñ 0,03 v 18 h). MOC potvrdil tento trend. S membr§nou doch§zelo k postupn®mu 

sniģov§n² kolokalizace, coģ se projevilo mj. tak® postupnĨm poklesem hodnot PCC a MOC (Obr. 26B). 

 

Obr§zek 26 Sledov§n² intracelul§rn²ho osudu protil§tky anti-PD-L1-AlexaFluor647 v A549 (PD-L1low) buŔk§ch. 

(A) Reprezentativn² sn²mky vybranĨch ļasŢ (4 a 18 h). Ļerven§ ï protil§tka, zelen§ ï plazmatick§ membr§na, 

modr§ ï lyzozomy, rŢģov§ ï kolokalizace lyzozomŢ s protil§tkou. (B) Kvantitativn² analĨza kolokalizace 

protil§tky s lyzozomy (modr§ kŚivka) a plazmatickou membr§nou (zelen§ kŚivka) pouģit²m PCC. Data reprezentuj² 

prŢmŊr Ñ SD tŚ² nez§vislĨch experimentŢ. Upraveno z (Kozl²kov§ et al., 2026) 

 

Kolokalizace s lyzozomy korelovala s vĨsledky PCI. NCI-H1975 buŔky dos§hly maxim§ln² 

kolokalizace s lyzozomy pŚi 4 a 18 h, coģ potvrzuje, ģe pŚi PCI bylo anti-PD-L1-SAP lokalizov§n 

v endozomech a mohl tak bĨt uvolnŊn a aktivov§n prostŚednictv²m PCI a vyvolat silnĨ cytotoxickĨ 

¼ļinek i pŚi pikomol§rn²ch koncentrac²ch. Maxim§ln² internalizace anti-PD-L1-AlexaFluor647 byla u 

bunŊļn® linie A549 pŚi 4 h. To ale nepotvrdily vĨsledky PCI se 4 h inkubac², coģ naznaļuje, ģe i kdyģ 

ġlo o maximu internalizace, tak mnoģstv² hladiny PD-L1 nebylo dostateļn® k vyvol§n² PCI efektu.  

Abychom mŊli dalġ² potvrzen² vazby a pŚ²jmu PD-L1 protil§tky v NCSLC buŔk§ch v ļasovĨch bodech 

odpov²daj²c²ch ļasovĨm bodŢm z experimentu konfok§ln² mikroskopie, byla provedena kvantitativn² 

analĨza pomoc² prŢtokov® cytometrie. Pro vytvoŚen² stejnĨch podm²nek jako pŚi protokolu I, byla 

provedena 18 h inkubace s anti-PD-L1-AlexaFluor647 se 4 h chasingem a n§slednĨm mŊŚen²m intenzity 

fluorescence a sledov§n²m zmŊn mnoģstv² PD-L1 po oplachu bunŊk. MIF prok§zal s ļasem stoupaj²c² 

intenzitu fluorescence v PD-L1high bunŊļn® linii a v porovn§n² s PD-L1low bunŊļnou lini² byla MIF 

nŊkolikan§sobnŊ vyġġ² (Obr. 27). Tyto vĨsledky potvrzuj² NCI-H1975 bunŊļnou linii jako PD-L1 silnŊ 

exprimuj²c² bunŊļnou linii a A549 jako PD-L1 slabŊ exprimuj²c² bunŊļnou linii. Potvrdilo to i vĨsledky 

¼ļinnosti PCI, kdy v navozen² siln®ho PCI efektu u NCI-H1975 staļilo 33Ĭ menġ² koncentrace PD-L1 

neģ pro A549 bunŊļnou linii. DŢleģitou informaci pŚinesl vĨsledek intenzity fluorescence po 18 h 

inkubaci s 4 h chasingem, kdy nedoġlo k poklesu hodnoty PD-L1. Tento fakt potvrzuje proveditelnost 
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PCI protokolu s 18 h inkubac² a n§slednĨm 4 h chasingem pŚed oz§Śen²m bez potenci§ln²ho sn²ģen² 

¼ļinnosti.  

 

Obr§zek 27 Mnoģstv² PD-L1 v NSCLC buŔk§ch kvantifikov§no pomoc² prŢtokov® cytomerie. Mnoģstv² exprese 

PD-L1 bylo mŊŚeno v NCI-H1975 (ļern® sloupce) a v A549 (ġed® sloupce) v rŢznĨch ļasovĨch bodech. BuŔky 

byly inkubov§ny s anti-PD-L1-AlexaFluor647 a medi§n intenzity fluorescence (MIF) je vztaģen k neobarvenĨm 

kontroln²m buŔk§m. Data pŚedstavuj² prŢmŊr Ñ SD z dvou nez§vislĨch experimentŢ (Kozl²kov§ et al., 2026).   

Naġe pr§ce uk§zala, ģe PCI mŢģe ¼ļinnŊ zprostŚedkovat dod§v§n² imunotoxinu anti-PD-L1-SAP do 

bunŊk NSCLC s rozd²lnou hladinou exprese PD-L1. AnalĨza vazby, pŚ²jmu a intracelul§rn²ho transportu 

anti-PD-L1 odhalila rozd²ln® chov§n² mezi lini² NCI-H1975 s vysokou expres² PD-L1 a lini² A549 s 

n²zkou expres². PCI vyvolala cytotoxick® ¼ļinky ¼mŊrn® m²Śe exprese PD-L1 a jeho akumulaci v 

lyzozomech. Souļasn® pouģit² atezolizumabu sn²ģilo ¼ļinnost PCI u bunŊk s vysokou expres² PD-L1, 

coģ potvrzuje z§sadn² vĨznam ¼rovnŊ exprese tohoto receptoru.  

CelkovŊ tato zjiġtŊn² zdŢrazŔuj² vĨznam exprese c²lov® struktury, intracelul§rn²ho transportu a nastaven² 

l®ļebnĨch podm²nek pro optimalizaci PCI. I v buŔk§ch s n²zkou expres² PD-L1 umoģnila PCI efektivn² 

dod§n², coģ podtrhuje jej² potenci§l rozġ²Śit vyuģitelnost terapi² pomoc² imunotoxinŢ. ZjiġtŊn² rovnŊģ 

zdŢrazŔuj² nutnost zohlednit kompetici receptorŢ pŚi kombinaci PCI s klinicky schv§lenĨmi ICIs. 

CelkovŊ tato pr§ce potvrzuje PCI jako slibnou strategii k pŚekon§n² rezistence vŢļi ICIs, rozġ²Śen² 

terapeutick®ho okna imunotoxinŢ a doplnŊn² st§vaj²c²ch imunoterapi² u NSCLC a potenci§lnŊ i dalġ²ch 

malignit. 
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5.8 Biomedic²nsk® aplikace amfifiln²ho ABAC ftalocyaninu  

Jibin Alex Abraham*, Monika Rohlickova*, Magdalena Kozlikova, Pavl²na Vavrova, Klara Konecna, 

Petr Zimcik, Miloslav Machacek, Veronika Novakova. Amphiphilic ABAC Phthalocyanines via [3+1] 

Mixed Cyclization and evaluation of potential biomedical applications. 2026, ļl§nek je v pokroļil® f§zi 

pŚ²pravy manuskriptu; *sd²len® prvoautorstv²   

 

Tato studie se zamŊŚila na synt®zu amfifiln²ho ABAC Pc (1Zn-Me) s potenci§ln²m vyuģit²m ve PDT 

n§dorŢ, fotochemick® internalizaci ļi antimikrobi§ln² PDT. Na hydrofobn² Pc j§dro byly pŚipojeny 

lipofiln² (jednotka B) i hydrofiln² (jednotka C) skupiny, aby byl vĨslednĨ PS amfifiln² povahy, a byla 

tak ¼ļinnŊjġ² interakce s bunŊļnĨmi membr§nami. Jednotky A a B jsou substituov§ny v Ŭ pozic²ch, ļ²mģ 

se dos§hlo posunu hlavn²ho absorpļn²ho p§sma d§le do ļerven® oblasti. Zinek jako centr§ln² atom spolu 

s alkylsulfanylovanĨmi skupinami zvĨġil produkci singletov®ho kysl²ku (Obr. 28). 

 

Obr§zek 28 Struktura amfifiln²ho ABAC Pc a dŢleģit® strukturn² aspekty.  

 

1Zn-Me vykazoval v PBS znaky agregace, coģ je neģ§douc² efekt, kterĨ sniģuje fotodynamickou 

aktivitu. V in vivo syst®mu je monomerizace Pc usnadnŊna interakc² s biomembr§namy. Proto byly 

vybr§ny lipozomy, jakoģto nejjednoduġġ² model biomembr§n, a byla sledov§na jejich interakce s 1Zn-

Me. Po pŚid§n² DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycerol-fosfocholin) liposomŢ doġlo k monomerizaci (prudkĨ 

n§rŢst intenzity Q p§su). Ze z²skanĨch vĨsledkŢ s 1Zn-Me lze vyvodit, ģe methylsulfanylov® skupiny 

jsou optim§lnŊ velk® a zajist² monomerizaci d²ky rychl®mu a efektivn²mu ukotven² v membr§nŊ.  

Lokalizace 1Zn-Me byla stanovena v lyzozomech a v cytoplazmatick® membr§nŊ. Fotodynamick§ 

aktivita byla prim§rnŊ testov§na na HeLa bunŊļn® linii, kde ¼ļinnost PDT silnŊ z§visela na DLI (Obr. 

29A). Hodnoty EC50 v z§vislosti na DLI potvrzuj² rychlou interakci s buŔkami bŊhem prvn²ch hodin. 

V intervalu DLI = 16 h byl testov§n fotodynamickĨ ¼ļinek i na dalġ²ch n§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch, 

konkr®tnŊ NCI-H1975, A549 a HepG2 (lidskĨ hepatocelul§rn² karcinom), ale tak® na nen§dorov® linii 

MRC-5 (norm§ln² lidsk® plicn² fibroblasty). Hodnoty EC50 se vĨraznŊ neliġily. Vlastn² toxicita 1Zn-Me 
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nebyla prok§z§na. Jako hlavn² typ bunŊļn® smrti vyvolan® 1Zn-Me byla stanovena apopt·za pomoc² 

kinetick® metody sleduj²c² vazbu Annexinu V. 

Studie se tak® zamŊŚila na hodnocen² EC50 1Zn-Me na 3D bunŊļnĨch modelech, kter® l®pe napodobuj² 

in vivo syst®my. Prvn²m z nich byl heterotypickĨ sf®roidn² model sloģen z HeLa a MRC-5 bunŊk. 1Zn-

Me byl testov§n v DLI = 16 h (Obr. 29B). Hodnota EC50 (z²sk§na dvŊma metodami ï mŊŚen²m mnoģstv² 

ATP a resazurinovou metodou) nedos§hla stejnĨch hodnot jako na modelu v monovrstvŊ, pŚesto vġak 

byl PDT efekt silnĨ (EC50 (resazurin) = 981 Ñ 209 nM, EC50 (ATP) = 715 Ñ 192 nM) (Obr. 29B). 

 

Obr§zek 29 Biologick® hodnocen² 1Zn-Me, (A) Fotodynamick§ aktivita 1Zn-Me v rŢznĨch DLI, (B) Hodnocen² 

fotodynamick®ho ¼ļinku 1Zn-Me na 3D bunŊļn®m heterotypick®m modelu HeLa:MRC-5 resazurinovou a ATP 

metodou.  

Antimikrobi§ln² PDT pŚedstavuje slibnou strategii proti antibiotick® rezistenci, coģ bylo ovŊŚeno na 

z§stupc²ch grampozitivn²ch i gramnegativn²ch ESKAPE patogenŢ. Meticilin-rezistentn² Staphylococcus 

aureus (MRSA) vykazoval vysokou citlivost, zat²mco Klebsiella pneumoniae byla vĨraznŊ odolnŊjġ². 

PŚi stejn®m inkubaļn²m reģimu byla testov§na tak® cytotoxicita na lidskĨch buŔk§ch, kde 2D model 

fibroblastŢ vykazoval citlivost niģġ² neģ MRSA, avġak s vĨznamnĨm pŚekryvem. V komplexnŊjġ²m 3D 

uspoŚ§d§n² (Obr. 30B) vġak nedoġlo ani pŚi nejvyġġ² testovan® koncentraci (10 ÕM) k poklesu 

ģivotaschopnosti, coģ ukazuje na potenci§ln² bezpeļnost pro pouģit² v antimikrobi§ln² PDT. 
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Obr§zek 30 (A) 3D rekonstrukce heterotypick®ho sf®roidu tGFP-HeLa:MRC-5 (metodou alpha blending ï 

zobrazen² povrchovĨch voxelŢ). Sn²m§n² prob²halo v destiļk§ch se sklenŊnĨm dnem. Jednotliv® sn²mky byly 

z²skan® konfok§ln² mikroskopi² (prŢmŊr bodov® clonky 29,4 Õm, 106 krokŢ v z-ose s 1,075Õm kroky) s pouģit²m 

20Ĭ such®ho objektivu. Modr§ ï j§dra obarven§ Hoechst 3342, zelen§ ï tGFP-HeLa buŔky. (B) 3D rekonstrukce 

heterotypick®ho 3D modelu derm§ln²ho ekvivalentu tvoŚen®ho MRC-5 fibroblasty a HUVEC-RFP (metodou alpha 

blending). Sn²m§n² prob²halo v destiļk§ch se sklenŊnĨm dnem. Jednotliv® sn²mky byly z²skan® konfok§ln² 

mikroskopi² (prŢmŊr bodov® clonky 14,0 Õm, 323 krokŢ v z-ose s 2,075Õm kroky) s pouģit²m 10Ĭ such®ho 

objektivu. Horn² obr§zek: modr§ ï j§dra obarven§ Hoechst 3342, ļerven§ ï HUVEC-RFP  

 

Amfifiln² PS, kterĨm je i n§mi studovanĨ 1Zn-Me, mŢģe bĨt vhodnĨm kandid§tem pro PCI, z dŢvodu 

lokalizace i v bunŊļn® membr§nŊ, kde slouģ² jako n§stroj pro uvolnŊn² biologicky aktivn²ch molekul 

z endozomŢ aby nedoġlo k jejich degradaci v lyzozomech. Saporin, z§stupce RIPs, byl v t®to studii 

pouģit jako modelov® Ăl®ļivo,ñ aby doġlo k ovŊŚen² ¼ļinnosti 1Zn-Me v r§mci PCI. V kombinaci se 

saporinem vykazoval tento PS vĨraznŊ vyġġ² ¼ļinnost neģ kaģd§ z tŊchto komponent samostatnŊ. V 

reģimu light-after i light-before vedla kombinace 1Zn-Me a saporinu k dramatick®mu sn²ģen² 

ģivotaschopnosti bunŊk, zat²mco jednotliv® l§tky samy o sobŊ EC  nedosahovaly nebo byly vĨraznŊ 

m®nŊ ¼ļinn®.  

Byl syntetizov§n amfifln² ABAC Pc (1Zn-Me) s vysokĨm vĨtŊģkem. Biologick® hodnocen² pouk§zalo 

na ġirok® potenci§ln² vyuģit² 1Zn-Me. Byla prok§z§na jeho siln§ fotodynamick§ aktivita na rŢznĨch 

n§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch, ale i 3D modelu. D²ky jeho lokalizaci v membr§nŊ je i vhodnĨm 

kandid§tem pro PCI. Byla potvrzena i jeho vhodnost pro eradikaci MRSA v reģimu antimikrobi§ln² 

PDT. 
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6 Nepublikovan® vĨsledky ï 3D modely jako n§stroj pro 

studium fotodynamick® terapie  

Tato kapitola bude vŊnov§na mnou z²skanĨm vĨsledkŢm na t®ma ¼ļinnost fotodynamick® terapie na 2D 

a 3D bunŊļnĨch modelech, kter® dosud nejsou zkompletov§ny do formy manuskriptŢ.  Tato kapitolu 

pŚedstavuje pŚehled ¼ļinnosti fotodynamick® terapie jak na 2D a 3D monotypickĨch n§dorovĨch 

molech, tak i na 2D i 3D heterotypickĨch modelech (Obr. 32).  

6.1 Metodika 

6.1.1 BunŊļn§ kultivace 

BunŊļn® linie HeLa a MRC-5 byly kultivov§ny v DMEM m®diu s 10% fet§ln²m bovinn²m s®rem, 1Ĭ 

roztokem penicilin/streptomycinu (fin§ln² koncentrace 105 U/L penicilin a 100 mg/L streptomycin), 

10 mM HEPES pufru, 4 mM L-alanyl- L -glutaminu. K m®diu pro MRC-5 buŔky byl nav²c pŚid§n 1Ĭ 

MEM Non-essential Amino Acid Solution. HUVEC buŔky byly kultivov§ny v m®diu pro endotelov® 

buŔky obsahuj²c²m doplŔky podporuj²c² rŢst endotelovĨch bunŊk. Vġechny bunŊļn® linie byly 

kultivov§ny v inkub§toru (37 ÁC, 5 % CO2). 

6.1.2  Fotosensitiz®ry a cytostatika hodnocena na 2D a 3D modelech 

Pro testov§n² fotodynamick® aktivity na 2D a 3D n§dorovĨch bunŊļnĨch modelech byly vybr§ny dva 

z§stupci zineļnatĨch ftalocyaninovĨch PS ï amfifiln² kationickĨ (PS1) a amfifiln² anionickĨ (PS2), 

kter® byly syntetizov§ny vŊdeckou skupinou prof. Zimļ²ka, FaF UK (Obr. 31). 

Aby mohla bĨt porovn§na ¼ļinnost n§mi testovanĨch PS s konvenļn² l®ļbou n§dorovĨch onemocnŊn², 

byly vybr§ny dva z§stupci protin§dorovĨch l®ļiv ï cisplatina a paklitaxel (Obr. 31). Cisplatina patŚ² 

k ġiroce pouģ²van®mu chemoterapeutiku proti rŢznĨm typŢ n§dorovĨch onemocnŊn². Vytv§Ś² zkŚ²ģen® 

vazby mezi purinovĨmi b§zemi DNA, ļ²mģ naruġuje mechanismy opravy DNA v n§dorovĨch buŔk§ch, 

kter® naruġuje a t²m se znemoģn² jejich mnoģen². Jej² pouģit² je vġak omezeno silnĨmi neģ§douc²mi 

¼ļinky (akutn² poġkozen² ledvin, gastrointestin§ln² pot²ģe, krv§cen², sn²ģen§ imunita) (Romani, 2022). 

Paklitaxel je cytostatikum ze skupiny taxanŢ a zabraŔuje dŊlen² bunŊk naruġen²m funkce dŊl²c²ho 

vŚet®nka. Je schv§len k l®ļbŊ karcinomu slinivky bŚiġn², karcinomu vajeļn²kŢ ļi Kaposiho sarkomu, ale 

mŢģe bĨt vyuģit i u dalġ²ch n§dorovĨch onemocnŊn². Mezi neģ§douc² ¼ļinky patŚ² ¼tlum kostn² dŚenŊ, 

trombocytopenie, kardiotoxicita, hepatotoxicita ļi nefrotoxicita (Naeem et al., 2026) . Jejich pouģit² je 

tak® v posledn² dobŊ omezeno kvŢli rozvoji rezistence.  
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Obr§zek 31 Struktury studovanĨch fotosensitiz®rŢ, PS1 ï amfifiln² kationickĨ, PS2 ï amfifiln² kationickĨ a 

cytostatik ï paklitaxel a cisplatina.  

 

6.1.3 Fototoxicita PS1 a PS2 

Fotodynamick§ aktivita PS1 a PS2 na 2D bunŊļnĨch modelech byla hodnocena n§sledovnŊ. BuŔky byly 

nasazeny do 96 jamkovĨch destiļek s koncentrac² 104 bunŊk na jamku. 2D heterotypick® modely 

(HeLa:MRC-5, HeLa:HUVEC, HeLa:MRC-5:HUVEC) byly nasazeny do destiļek v pomŊru 1:1 

s vĨslednou koncentrac² bunŊk 2Ĭ104. DruhĨ den byly buŔky opl§chnuty ļerstvĨm m®diem a byla 

pŚid§na koncentraļn² Śada PS1 a PS2. BuŔky byly inkubov§ny s PS 18 h, n§slednŊ byly opl§chnuty 

ļerstvĨm m®diem a byly oz§Śeny 15 min ļervenĨm svŊtlem (ɚ > 570 nm, 11,2 J/cm2). NeoġetŚen® buŔky 

byly hodnoceny jako negativn² kontrola (100% ģivotaschopnost) a buŔky oġetŚen® 1 mM CuSO Ā5H O 

slouģily jako pozitivn² kontrola (0% ģivotaschopnost). Ģivotaschopnost bunŊk byla vyhodnocena 24 h 

po oz§Śen² metodou vychyt§v§n² neutr§ln² ļervenŊ. 

6.1.4 3D monotypickĨ a heterotypickĨ sf®roidn² n§dorovĨ model 

HeLa, HeLa a MRC-5, HeLA a HUVEC buŔky byly nasazeny do 96jamkovĨch destiļek s kulatĨm dnem 

a ultra-n²zkou adhez² v pomŊru 1:9 (HeLa:MRC-5/HeLA:HUVEC) s vĨslednou hustotou 500 

bunŊk/jamka (200 ÕL).  Destiļky byly centrifugov§ny pomoc² centrifugy Eppendorf 5804 R (Eppendorf 

SE, NŊmecko) pŚi 1000 rpm (172 Ĭ g). Sf®roidy byly ponech§ny po dobu tŚ² dnŢ v inkub§toru neģ 

dos§hly prŢmŊru 140,78 Ñ 5,71 Õm pro HeLa, 298,85 Ñ 7,56 Õm pro HeLa:MRC-5 a 261,22 Ñ 14,05 

Õm pro HeLa:HUVEC sf®roidy. N§slednŊ bylo odebr§no 100 Õl m®dia a ke kontroln²m sf®roidŢm bylo 
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pŚid§no 100 Õl ļerstv®ho m®dia a ke sf®roidŢm pro testov§n² PDT bylo pŚid§no 100 Õl PS1 a PS2, aby 

bylo dosaģeno potŚebnĨch koncentrac². Sf®roidy byly inkubov§ny s PS 18 h. N§slednŊ byly bylo 

sf®roidŢm vymŊnŊno m®dium, opŊt 100 Õl. Sf®roidy byly ozaŚov§ny 15 min ļervenĨm svŊtlem (ɚ > 570 

nm, 11.2 J/cm2).  Kontroln² skupinu tvoŚily neoġetŚen® sf®roidy (100% ģivotaschopnost), zat²mco 

sf®roidy oġetŚen® 1 mM CuSO Ā5H O slouģily jako pozitivn² kontrola (0% ģivotaschopnost). Po 24 h od 

oz§Śen² byla ģivotaschopnost sf®roidŢ hodnocena resazurinovou metodou (alamarBlue HS Cell Viability 

Reagent; Invitrogen, ThermoFisher Scientific, USA). Ke sf®roidŢm byl pŚid§n 10 % roztok 

s resazurinem a fluorescence byla mŊŚena po 4 h inkubace na Tecan Infinite 200M (ɚex/em = 530/590). 

6.1.5 Stanoven² toxicity cisplatiny a paklitaxelu na 2D a 3D bunŊļnĨch 

modelech 

Toxicita cisplatiny a paklitaxelu na 2D bunŊļnĨch modelech byla hodnocena po 24 h a 48 h. BuŔky byly 

nasazeny do 96 jamkovĨch destiļek s koncentrac² 104 bunŊk na jamku. DruhĨ den byly buŔky 

opl§chnuty ļerstvĨm m®diem a byla pŚid§na koncentraļn² Śada cisplatiny a paklitaxelu. NeoġetŚen® 

buŔky byly hodnoceny jako negativn² kontrola (100% ģivotaschopnost) a buŔky oġetŚen® 1 mM 

CuSO Ā5H O slouģily jako pozitivn² kontrola (0% ģivotaschopnost). Ģivotaschopnost bunŊk byla 

vyhodnocena 24 h a 48 h od zaļ§tku inkubace s cytostatiky metodou vychyt§v§n² neutr§ln² ļervenŊ 

(koncentrace 30 Õg/mL NR, Sigma-Aldrich). Absorbance byla mŊŚena na ļteļce mikrotitraļn²ch 

destiļek Tecan Infinite 200M (absorbance pŚi 540 nm).  

HeLa, HeLa a MRC-5, HeLa a HUVEC buŔky byly nasazeny do 96jamkovĨch destiļek s kulatĨm dnem 

a ultra-n²zkou adhezivitou v pomŊru 1:9 (HeLa:MRC-5/HeLA:HUVEC) s vĨslednou hustotou 500 

bunŊk/jamka (200 ÕL).  Destiļky byly centrifugov§ny pŚi 172 Ĭg. Sf®roidy se tvoŚily tŚ² dny v bunŊļn®m 

inkub§toru. N§slednŊ bylo odebr§no 100 Õl m®dia a ke kontroln²m sf®roidŢm bylo pŚid§no 100 Õl 

ļerstv®ho m®dia a ke sf®roidŢm pro testov§n² cytostatik bylo pŚid§no 100 Õl testovan® l§tky 

v potŚebnĨch koncentrac²ch. Sf®roidy byly inkubov§ny s cytostatiky 24 a 48 h. Kontroln² skupinu 

tvoŚily neoġetŚen® sf®roidy (100% ģivotaschopnost), zat²mco sf®roidy oġetŚen® 1 mM CuSO Ā5H O 

slouģily jako pozitivn² kontrola (0% ģivotaschopnost). Ģivotaschopnost sf®roidŢ byla hodnocena 

metodou redukce resazurinu.  

6.1.6 MŊŚen² ģivotaschopnosti bunŊk/sf®roidŢ po fotodynamick® terapii 

kinetickou metodou 

Sf®roidy odvozen® od bunŊļn® linie HeLa, vytvoŚen® stejnĨm zpŢsobem jako je pops§no vĨġe, 

s koncentrac² 50 bunŊk/jamku, byly inkubov§ny s PS1 a PS2 18 h. N§slednŊ byly oz§Śeny ļervenĨm 

svŊtlem (15 min, ɚ > 570 nm, 11.2 J/cm2). Po oz§Śen² byly sf®roidy (100 ul) opatrnŊ pŚeneseny do 
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destiļek s plachĨm b²lĨm dnem. Ke sf®roidŢm bylo pŚid§no 100 ul m®dia obsahuj²c²ho 1Ĭ RealTime-

GloTM MT Cell viability assay (Promega). Luminiscence byla mŊŚena kaģdou hodinu po dobu 72 h. 

HeLa buŔky byly nasazeny do b²lĨch destiļek s prŢhlednĨm dnem v mnoģstv² 104 v kaģd® jamce. DruhĨ 

den byly k buŔk§m pŚid§ny l§tky PS1 a PS2 (inkubaļn² ļas 18 h). Po inkubaci bunŊk s PSs byly buŔky 

opl§chnuty ļerstvĨm kultivaļn²m m®diem a byly ozaŚov§ny ļervenĨm svŊtlem (15 min, ɚ > 570 nm, 

11,2 J/cm2) n§slednŊ k buŔk§m bylo pŚid§no 100 Õl m®dia obsahuj²c²ho 1X RealTime-GloTM MT Cell 

viability assay (Promega, USA). Ihned byla destiļka vloģena do TECAN Spark a luminiscence byla 

mŊŚena kaģdou hodinu po dobu 72 h. 

6.1.7 Hodnocen² lokalizace studovanĨch PS v HeLa:MRC-5 sf®roidech 

HeLa a MRC-5 buŔky byly nasazeny do 96jamkovĨch destiļek s kulatĨm dnem a ultra-n²zkou 

adhezivitou v pomŊru 1:9 (HeLa:MRC-5) pŚi vĨsledn® hustotŊ 10000 bunŊk/jamku (200 ÕL) a 

centrifugov§ny stejnŊ jako je pops§no vĨġe. Sf®roidy rostly v inkub§toru po dobu sedmi dn² aģ dos§hly 

prŢmŊru 490,57 Ñ 24,85 Õm. V sedm®m dni rŢstu byly pŚid§ny PS1 a PS2 (5 ÕM) a Hoechst 3342 (22 

ÕM) pro zvĨraznŊn² jader, a byly inkubov§ny 18 h. N§slednŊ byly sf®roidy opl§chnuty roztokem PBS a 

byly fixov§ny v 4% paraformaldehydu po dobu 30 min. N§slednŊ byly sf®roidy pŚeneseny do l®kovĨch 

blistrŢ a zality zamrazovac²m m®diem (Leica CM1950) a zmrazeny v tekut®m dus²ku. N§slednŊ byly 

vytvoŚeny 9Õm tk§Ŕov® Śezy pomoc² kryostatu (Leica CM 1900). Ty byly pŚeneseny na podloģn² skl²ļko 

a jednotliv® Śezy byly vyfoceny pomoc² konfok§ln²ho mikroskopu Nikon A1+.  

6.2 VĨsledky 

6.2.1 Rozd²ln§ fotodynamick§ aktivita u 2D a 3D bunŊļnĨch modelŢ 

Đļinek n§mi studovanĨch PS1 a PS2 byl stanoven na klasickĨch 2D bunŊļnĨch modelech rostouc²ch 

v monovrstvŊ. PSs byly testov§ny na HeLa, HUVEC a MRC-5 bunŊļnĨch lini²ch, ale i jejich 

heterotypickĨch modelech. Na 2D monotypickĨch i heterotypickĨch modelech dos§hl amfifln² 

kationickĨ PS1 lepġ²ho fotodynamick®ho efektu s hodnotami EC50 v des²tk§ch nM. Zat²mco amfiifln² 

anionickĨ PS2 dos§hl hodnot EC50 ve stovk§ch nM (jednotliv® hodnoty EC50 jsou uvedeny v Obr. 33A, 

B). U obou testovanĨch l§tek byl pozorov§n trend, kdy heterotypick® modely vykazovaly niģġ² hodnoty 

EC50 neģ monotypick® modely.  
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Obr§zek 32 A) 2D heterotypickĨ model odvozenĨ od tGFP-HeLa a RFP-HUVEC bunŊk v pomŊru 1:3. B) 3D 

heterotypickĨ model odvozenĨ od HeLa, RFP-HUVEC a MRC-5 bunŊk v pomŊru 1:9:9. Modr§ ï j§dra, zelen§ ï 

tGFP-HeLa bunŊļn§ linie, ļerven§ ï RFP-HUVEC bunŊļn§ linie. 

U 3D bunŊļnĨch modelŢ doġlo dle literatury k oļek§van®mu zvĨġen² hodnot EC50 (o jeden Ś§d u obou 

PS), ale pŚesto oba studovan® PSs byly schopn® vyvolat silnĨ PDT efekt. OpŊt byla ¼ļinnŊjġ² l§tka PS1, 

kde se hodnoty EC50 neliġily v r§mci rŢznĨch 3D bunŊļnĨch modelŢ. U PS2 se m²rnŊ liġila hodnota 

EC50 pro sf®roidy odvozen® od HeLa bunŊļn® linie, u obou heterotypickĨch 3D modelŢ se EC50 hodnoty 

neliġily. Jednotliv® hodnoty EC50 jsou uvedeny v Obr. 33C, D). 
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Obr§zek 33 Fotodynamick§ aktivita PS1 a PS2 na (A,B) 2D bunŊļnĨch modelech a (C, D) 3D bunŊļnĨch 

modelech. Hodnoty EC50 jsou prŢmŊr Ñ smŊrodatn§ odchylka, n=3. 

6.2.2 Kinetick® hodnocen² ģivotaschopnosti bunŊk po fotodynamick® terapii 

Kontinu§ln² sledov§n² ģivotaschopnosti bunŊk v monovrstvŊ a sf®roidŢ pomoc² RealTime-GloÊ MT 

assay umoģnilo detailnŊ charakterizovat ļasovĨ prŢbŊh fototoxick®ho ¼ļinku PS1 a PS2. Standardn² 

hodnocen² fototoxicity prob²h§ 24 h po oz§Śen², ale d²ky t®to kinetick® metodŊ budeme moci ovŊŚit 

ģivotaschopnost bunŊk z§roveŔ tak® 48 h a 72 h po oz§Śen² a zhodnotit tak, jestli n§m PDT poskytuje i 

dlouhodobĨ ¼ļinek na buŔk§ch ļi sf®roidech, kter® zde pŚedstavuj² in vitro model solidn²ch n§dorŢ. 

Vyhodnocen²m fototoxicity 24 h po oz§Śen² (Obr. 33A, B ï modr§ kŚivka) na HeLa buŔk§ch v 

monovrstvŊ a porovn§me ho s kinetickou metodou hodnocen² ģivotaschopnosti bunŊk, potvrdilo se, ģe 

PS1 je ¼ļinnŊjġ² neģ PS2. U nejvyġġ²ch koncentrac² (PS1 ï 0,3 a 1 ɛM, PS2 ï 3 a 10 ɛM) byly 

pozorov§ny ihned po oz§Śen² n²zk® hodnoty intenzity luminiscence a po 24 h vĨsledky koreluj² s 

metodou hodnocen² fototoxicity neutr§ln² ļerven², kde byla ģivotaschopnost bunŊk t®mŊŚ 0 %. U tŊchto 

koncentrac² nedoġlo ke zvyġov§n² hodnot intenzity luminiscence. Zaj²mav§ je kŚivka koncentrace 0,1 

ɛM u PS1, u kter® v prvn²ch 24 h po oz§Śen² doġlo k prudk®mu poklesu ģivotaschopnosti bunŊk, coģ 

koreluje s mŊŚen²m neutr§ln² ļerven², ale delġ²m ļas mŊŚen² odhalil pozdŊjġ² n§rŢst ģivotaschopnosti 

bunŊk. Niģġ² koncentrace (0,003; 0,01; 0,03 ɛM) PS1 nejdŚ²ve mŊly vysok® hodnoty luminiscence, ale 

postupnŊ doch§zelo k jejich poklesu t®mŊŚ o polovinu.  

To potvrzuje, ģe i kdyģ po 24 h po oz§Śen² nen² pozorov§n ģ§dnĨ nebo minim§ln² PDT efekt, 48 h a 72 

h po oz§Śen² doch§z² k vĨznamn®mu poklesu ģivotaschopnosti bunŊk, takģe i PS1 v jednotk§ch 
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nanomol§rn²ch koncentrac²ch jsou schopn® vyvolat ¼ļinnĨ PDT efekt, ale s opoģdŊnĨm n§stupem. Pro 

PS2 byl pozorov§n obdobnĨ trend poklesu ģivotaschopnosti bunŊk jako u PS1, ale u vġech testovanĨch 

koncentrac², aŠ uģ ihned po oz§Śen² (10, 3 a 1 ɛM) nebo s postupnĨm n§stupem (ostatn² koncentrace) 

(Obr. 34).  

 

Obr§zek 34 Kinetick® mŊŚen² ģivotaschopnosti HeLa bunŊk po oz§Śen². (A) PS1 ï amfifiln² kationickĨ PS1, (B) 

amfifiln² anionickĨ PS2. K buŔk§m bylo pŚid§no 1Ĭ RealTime-Glo MT Cell Viability assay a ihned po oz§Śen² 

byla mŊŚena luminiscence kaģdou hodinu po dobu 72 h. n=1 

U 3D bunŊļnĨch modelŢ kinetick§ metoda sledov§n² ģivotaschopnosti bunŊk potvrdila, ģe sf®roidy jsou 

dynamickĨmi modely, a i kdyģ ģivotaschopnost bunŊk po 24 h od oz§Śen² byla pod hodnotami EC50, tak 

v ļase doch§zelo k n§rŢstu intenzity luminiscence, tedy ģivotaschopnosti bunŊk. U niģġ²ch koncentrac² 

(PS1 ï 0,03, 0,1 ɛM; PS2 ï 0,3, 0,5, 0,7 ɛM) intenzita luminiscence korelovala s hodnotami 

neoġetŚenĨch sf®roidŢ a na rozd²l od 2D bunŊļnĨch modelŢ takto n²zk® koncentrace nejsou schopny 

vyvolat PDT efekt. Hodnoty EC50 korelovaly s hodnocen²m ģivotaschopnosti resazurinovou metodou. 

U koncentrac² PS1 0,3 a 0,5 ɛM byly hodnoty intenzity luminiscence po 24 h n²zk®, ale postupnŊ 

doch§zelo k n§rŢstu intenzity luminiscence (Obr. 35). 

Tato kinetick§ metoda je jednou z dalġ²ch moģnost², kter® n§m umoģŔuj² sledovat ģivotaschopnost v 

delġ²ch ļasovĨch intervalech neģ 24 h. Pro 3D bunŊļn® modely n§m tato metoda potvrdila, ģe n²zk® 

koncentrace PSs nejsou schopny vyvolat fotodynamickĨ ¼ļinek a sf®roidy po oz§Śen² rostou podobnŊ 

jako neoġetŚen® kontroly. Koncentrace mezi 0,3-0,5 ɛM u PS1 a 0,5-0,7 ɛM u PS2 po 24 h od oz§Śen² 

maj² silnĨ PDT efekt, n§slednŊ vġak doch§z² k opŊtovn®mu rŢstu sf®roidŢ. Tento fakt mŢģe bĨt zpŢsoben 

nŊkolika faktory. PŚ²tomnost hypoxick®ho j§dra mŢģe sniģovat ¼ļinnost studovanĨch PSs, prŢnik PSs 

do vġech vrstev sf®roidu mŢģe bĨt omezenĨ, bunŊky v klidov® z·nŊ jsou odolnŊjġ² k pŢsoben² PDT. 
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Obr§zek 35 Kinetick® mŊŚen² ģivotaschopnosti sf®roidŢ odvozenĨch od HeLa bunŊk po oz§Śen². (A) PS1 ï 

amfifiln² kationickĨ PS, (B) amfifiln² anionickĨ PS. K buŔk§m bylo pŚid§no 1Ĭ RealTime-Glo MT Cell Viability 

assay a ihned po oz§Śen² byla mŊŚena luminiscence kaģdou hodinu po dobu 72 h. n=1 

6.2.3 Porovn§n² cytotoxicity cisplatiny a paklitaxelu na 2D a 3D bunŊļnĨch 

modelech 

CytotoxickĨ ¼ļinek paklitaxelu a cisplatiny byl hodnocen na klasickĨch 2D bunŊļnĨch kultur§ch i na 

sf®roidn²ch modelech. (Obr. 37, 38) Testov§ny byly monotypick® modely HeLa a heterotypick® 

kombinace HeLa:HUVEC a HeLa:MRC-5. Ģivotaschopnost bunŊk byla stanovena po 24 h a 48 h. Na 

2D modelech byla pozorov§na vĨrazn§ koncentraļnŊ z§visl§ cytotoxicita, pŚiļemģ prodlouģen² 

inkubaļn² doby z 24 h na 48 h vedlo k dalġ²mu poklesu ģivotaschopnosti u obou testovanĨch l§tek. HeLa 

buŔky vykazovaly nejvyġġ² citlivost pro paklitaxel. Pro cisplatinu bylo potŚeba pouģ²t pŚibliģnŊ 1000Ĭ 

vyġġ² koncentraci k dosaģen² obdobn®ho ¼ļinku. U heterotypick®ho modelu HeLa:HUVEC jsme 

s pouģit²m paklitaxelu nedos§hli hodnot IC50 (poloviļn² inhibiļn² koncentrace) ani po 48 h. U 

cisplatiny byl tento model tak® odolnŊjġ², ale hodnoty IC50 jsme dos§hli jiģ pŚi 24 h (Obr. 37). 

HeLa:MRC-5 byly u obou l§tek odolnŊjġ² neģ bunŊļn§ linie HeLa, ale citlivŊjġ² neģ bunŊļnĨ model 

HeLa:HUVEC Hodnoty IC50 pro vġechny bunŊļn® modely shrnuje Tabulka 6. 

 

Tabulka 6 Hodnoty IC50 paklitaxelu a cisplatiny na 2D bunŊļnĨch modelech. n.d. ï nedetekov§no. 

IC50 (µM) 

  cisplatina paklitaxel 

BunŊļnĨ model 24 h 48 h 24 h 48 h 

HeLa 4,32 6,38 0,0034 0,0025 

HeLa:HUVEC 35,76 16,11 n.d. n.d. 

HeLa:MRC-5 15,93 7,13 0,561 0,012 
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Toxicita obou cytostatik byla stanovena i na nen§dorovĨch bunŊļnĨch lini²ch ï MRC-5 a HUVEC (Obr. 

36A, B). U paklitaxelu nebyla dosaģena hodnota IC50 ani u MRC-5, ani u HUVEC bunŊļn® linie, a 

naopak pŚi pouģit² vyġġ²ch koncentrac² byla pozorov§na rezistence. Zat²mco u cisplatiny byla stanovena 

hodnota IC50 pro MRC-5 jiģ po 24 h (46,88 Ñ 1,78 ÕM), po 48 h byla EC50 14,39 Ñ 2,32 ÕM. U HUVEC 

bunŊļn® linie byla stanovena hodnota IC50 jen po 48 h 65,27 Ñ 4,57 ÕM. V porovn§n² s n§dorovou 

bunŊļnou lini² HeLa, byly potŚeba vyġġ² koncentrace k dosaģen² hodnot IC50, v pŚ²padŊ paklitaxelu 

nebylo hodnoty IC50 dosaģeno vŢbec. 

 

Obr§zek 36 Vyhodnocen² cytotoxick®ho efektu cisplatiny (A) a paklitaxelu (B) na 2D nen§dorovĨch bunŊļnĨch 

modelech po 24 h a 48 h. n=3 

Niģġ² citlivost nen§dorovĨch bunŊļnĨch lini², jako jsou fibroblasty (MRC-5) a endotelov® buŔky 

(HUVEC), vŢļi cisplatinŊ a paklitaxelu ve srovn§n² s vysoce proliferativn² lini² HeLa je dobŚe popsanĨm 

jevem a vyplĨv§ z nŊkolika biologickĨch faktorŢ. Norm§ln² buŔky se dŊl² pomaleji, maj² efektivnŊjġ² 

mechanismy opravy DNA, niģġ² expresi transport®rŢ podporuj²c²ch pŚ²jem cytostatik a stabilnŊjġ² 

mikrotubuly, coģ sniģuje ¼ļinnost l®ļiv zamŊŚenĨch na rychle proliferuj²c² populace. Naopak HeLa 

buŔky vykazuj² rychlĨ bunŊļnĨ cyklus, dysregulovan® apoptotick® dr§hy a vyġġ² metabolickou aktivitu, 

coģ zvyġuje jejich citlivost k cytotoxickĨm ¼ļinkŢm obou l®ļiv (Hashemi et al., 2023, Galluzzi et al., 

2014).  

U sf®roidŢ byla obecnŊ pozorov§na vyġġ² odolnost vŢļi cytostatikŢm ve srovn§n² s 2D bunŊļnĨmi 

kulturami. Sf®roidy odvozen® od bunŊļn® linie HeLa byly citlivŊjġ² k paklitaxelu po 48 h inkubaci 

v porovn§n² s cisplatinou. Heterotypick® sf®roidy HeLa:MRC-5 byly vŢļi cisplatinŊ rezistentn² a 

hodnoty IC50 nebylo dosaģeno. Sf®roidy HeLa:HUVEC byly po 24 h vŢļi cisplatinŊ tak® rezistentn², ale 

po 48 h bylo dosaģeno hodnoty IC50. Pro dosaģen² hodnoty IC50 paklitaxelu na modelu HeLa:MRC-5 

byla potŚeba 910Ĭ vyġġ² koncentrace v porovn§n² s 2D modelem (Obr. 38). Hodnot IC50 paklitaxelu u 

sf®roidŢ HeLa:HUVEC bylo dosaģeno Ś§dovŊ ve stovk§ch ÕM. Hodnoty IC50 pro vġechny bunŊļn® 

modely shrnuje Tabulka 7. 
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Tabulka 7 Hodnoty IC50 paklitaxelu a cisplatiny na 3D bunŊļnĨch modelech. n.d. ï nedetekov§no. 

IC50 (µM) 

  cisplatina paklitaxel 

BunŊļnĨ model 24 h 48 h 24 h 48 h 

HeLa 23,87 90,74 >300 0,042 

HeLa:HUVEC n.d. 9,73 377,9 293,27 

HeLa:MRC-5 n.d. n.d. 510,9 n.d. 

 

 Tyto vĨsledky potvrzuj² vġeobecnŊ zn§m² fakt, ģe 3D bunŊļn® modely jsou k l®ļbŊ cytostatiky m®nŊ 

citliv®. PŚ²tomnost fibroblastŢ ļi endotelovĨch bunŊk vytv§Ś² ochrann® mikroprostŚed², kter® podporuje 

l®kovou rezistenci a omezuje penetraci l®ļiv, coģ vede k vyġġ² odolnosti n§dorovĨch bunŊk vŢļi 

cisplatinŊ, paklitaxelu i dalġ²m chemoterapeutikŢm (Haase et al., 2020). 

Z vĨġe napsan®ho tedy vyplĨv§, ģe k dosaģen² sn²ģen² ģivotaschopnosti bunŊk pomoc² cytostatik na 2D 

bunŊļnĨch modelech je potŚeba pouģ²t nŊkolikan§sobnŊ vyġġ² koncentrace v porovn§n² s testovanĨmi 

PSs. VĨraznŊjġ² rozd²l pozorujeme u 3D bunŊļnĨch modelŢ. V pŚ²padŊ cytostatik bylo potŚeba pouģ²t 

koncentrace v Ś§du stovek ÕM pro dosaģen² obdobn®ho cytotoxick®ho efektu. V nŊkterĨch pŚ²padech 

jsme nebyli schopni dos§hnout sn²ģen² ģivotaschopnosti bunŊk pod 50 %. PŚi PDT je tak® potŚeba 

zvĨġen² koncentrac² PS, ale Ś§dovŊ jen na jednotky ÕM k dosaģen² siln®ho PDT efektu. V kontextu toho, 

ģe pŚi l®ļbŊ cytostatiky se projevuj² siln® neģ§douc² ¼ļinky a ļasto se rozv²j² l®kov§ rezistence, se PDT 

jev² jako vhodn§ metoda. D²ky selektivitŊ pŢsoben² pouze v m²stŊ oz§Śen² tato terapie c²lenŊ pŢsob² na 

oz§ŚenĨ n§dor, zat²mco neoz§Śen§ zdrav§ tk§Ŕ nebude poġkozena.  
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Obr§zek 37 Vyhodnocen² cytotoxick®ho efektu cisplatiny na 2D a 3D bunŊļnĨch modelech po 24 h a 48 h. (A) 

HeLa sf®roidy, (B) HeLa monovrstvy (2D model), (C) HeLa:HUVEC sf®roidy, (D) 2D heterotypicky bunŊļnĨ 

model HeLa:HUVEC, (E) HeLa:MRC-5 sf®roidy, (D) 2D heterotypickĨ bunŊļnĨ model HeLa:MRC-5. n=3 
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Obr§zek 38 Vyhodnocen² cytotoxick®ho efektu paklitaxelu na 2D a 3D bunŊļnĨch modelech po 24 h a 48 h. (A) 

HeLa sf®roidy, (B) HeLa buŔky, (C) HeLa:HUVEC sf®roidy, (D) 2D bunŊļnĨ model HeLa:HUVEC, (E) 

HeLa:MRC-5 sf®roidy, (D) 2D bunŊļnĨ model HeLa:MRC-5. n=3 
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6.2.4 Distribuce studovanĨch fotosensitiz®rŢ v heterotypickĨch sf®roidech 

HeLa:MRC-5 

Distribuce obou studovanĨch amfifiln²ch fotosensitiz®rŢ byla hodnocena na tk§ŔovĨch Śezech 

heterotypickĨch sf®roidŢ HeLa:MRC-5. Fluorescenļn² sign§l byl detekovatelnĨ jak v perifern²ch 

vrstv§ch, tak ve stŚedovĨch oblastech sf®roidu u obou PS. PŚestoģe celkovĨ distribuļn² vzorec obou 

deriv§tŢ vykazoval obdobn® prostorov® rozloģen², amfifiln² anionickĨ fotosensitiz®r PS2 vykazoval 

vĨraznŊ slabġ² intenzitu fluorescence (Obr. 39, 40). 

 

Obr§zek 39 Tk§ŔovĨ Śez heterotypick®ho sf®roidu HeLa:MRC-5 (1:9). (A) SlouļenĨ obraz modr®ho a 

ļerven®ho fluorescenļn²ho sign§lu. (B) ModrĨ kan§l pŚedstavuj²c² j§dra obarven§ Hoechst 33342. (C) ĻervenĨ 

kan§l odpov²daj²c² kationick®mu PS1. 

 

Obr§zek 40 Tk§ŔovĨ Śez heterotypick®ho sf®roidu HeLa:MRC-5 (1:9). (A) SlouļenĨ obraz modr®ho a 

ļerven®ho fluorescenļn²ho sign§lu. (B) ModrĨ kan§l pŚedstavuj²c² j§dra obarven§ Hoechst 33342. (C) ĻervenĨ 

kan§l odpov²daj²c² anionick®mu PS2. 
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7 Souhrnn§ diskuse 

Fotodynamick§ terapie se st§v§ vĨznamnou alternativou k tradiļn²m metod§m l®ļby malign²ch a 

nŊkterĨch infekļn²ch onemocnŊn², jelikoģ nab²z² m®nŊ invazivn² pŚ²stup a vysokou selektivitu vŢļi 

n§dorovĨm buŔk§m. Vzhledem k tomu, ģe n§dorov§ onemocnŊn² patŚ² mezi hlavn² pŚ²ļiny ¼mrt² a jejich 

vĨskyt celosvŊtovŊ roste ï podle GLOBOCAN 2022 bylo zaznamen§no 20milionŢ novĨch pŚ²padŢ a 

9,3milionŢ ¼mrt² (Bray et al., 2024, Sung et al., 2021) ï je nutn® hledat nov® ¼ļinn® terapie. Standardn² 

postupy, jako chirurgick® odstranŊn², chemoterapie a radioterapie, jsou sice ġiroce vyuģ²v§ny, ale jejich 

¼ļinnost je ļasto limitov§na vedlejġ²mi ¼ļinky a omezenou moģnost² aplikace u nŊkterĨch pacientŢ. 

Fotodynamick§ terapie (PDT) se jev² jako perspektivn² alternativa k tradiļn²m metod§m l®ļby, protoģe 

dok§ģe c²lenŊ pŢsobit na n§dorov® buŔky a t²m zvĨġit ¼ļinnost pŚ²mo v m²stŊ n§doru, zat²mco poġkozen² 

zdravĨch tk§n² zŢst§v§ omezen®. Jej² princip spoļ²v§ v kombinaci tŚ² kl²ļovĨch prvkŢ: fotosensitiz®ru 

(PS), svŊtla o urļit® vlnov® d®lce a dostateļn®ho mnoģstv² kysl²ku. PS maj² tendenci se v²ce akumulovat 

v n§dorovĨch tk§n²ch neģ ve zdravĨch, i kdyģ pŚesnĨ mechanismus t®to selektivity nen² dosud plnŊ 

objasnŊn. PŚedpokl§d§ se, ģe k n² pŚisp²vaj² charakteristick® rysy n§dorŢ, napŚ²klad zvĨġen§ propustnost 

c®v, niģġ² pH, nadmŊrn§ exprese LDL receptorŢ a nedostateļn§ funkce lymfatick®ho syst®mu (Olszowy 

et al., 2023). V posledn²ch des²tk§ch let bylo k l®ļbŊ n§dorovĨch onemocnŊn² testov§no nespoļet PS 

zahrnuj²c² ftalocyaniny, chloriny, BODIPY nebo porfyriny. Mezi dalġ² zkouman® PS patŚ² metylenov§ 

modŚ, beng§lsk§ ļerveŔ ļi hypericin. Bylo provedeno nespoļet klinickĨch studi² zamŊŚenĨch na PS a 

pŚedstaven² inovativn²ch strategi² k vylepġen² jejich ¼ļinnosti (Hu et al., 2021, Li et al., 2019). 

Tato disertaļn² pr§ce je zamŊŚena pŚev§ģnŊ na ftalocyaninov® PS, kter® jsou zn§m® pro sv® skvŊl® 

fotofyzik§ln² a fotochemick® vlastnosti vhodn® pro PDT. Studie VI pŚedstavuje dosud nejkomplexnŊjġ² 

systematick® srovn§n² v²ce neģ 40 ftalocyaninŢ testovanĨch za identickĨch experiment§ln²ch podm²nek, 

coģ umoģnilo spolehlivŊ identifikovat kl²ļov® strukturn² faktory urļuj²c² jejich fotodynamickou 

¼ļinnost. Uk§zalo se, ģe nejdŢleģitŊjġ²m parametrem je schopnost PS zŢst§vat v monomern² formŊ, kter® 

lze dos§hnout buŅ axi§ln² substituc² (u SiPc), nebo rigidn²mi a objemnĨmi perifern²mi skupinami. D²ky 

tŊmto substituentŢm se vĨraznŊ zvyġuje fotodynamick§ aktivita, avġak jejich efekt je z§vislĨ na typu 

substituce: u kationickĨch Pcs rigidn² skupiny aktivitu zvyġuj², zat²mco u nenabitĨch ji mohou sniģovat. 

Studie d§le ukazuje, ģe amfifiln² charakter je z§sadn² zejm®na u nenabitĨch a anionickĨch deriv§tŢ, 

protoģe podporuje interakci s membr§nami a zlepġuje tak pŚ²jem buŔkami. Hydrofiln² charakter s§m o 

sobŊ nestaļ² ð rozhoduj²c² je vyv§ģen§ kombinace rozpustnosti, schopnosti udrģet si monomern² stav 

a afinity k membr§n§m. Studie VI tak poskytuje jasn® a obecnŊ aplikovateln® principy pro racion§ln² 

n§vrh vysoce ¼ļinnĨch ftalocyaninovĨch PS. SpecifickĨ amfifiln² Pc byl hodnocen i ve studii VIII ï 

jde o Pc s n²zkou m²rou symetrie molekuly (ABAC) ï 1Zn-Me. Tento typ Pc byl dosud syntetizov§n 

jen ve dvou studi²ch (Chow and Ng, 2016, Dumoulin et al., 2009), avġak s menġ²mi vĨtŊģky a nebyly 

hodnoceny z hlediska jejich fotodynamick® aktivity. Hodnota EC50 1Zn-Me na HeLa buŔk§ch 
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v inkubaļn²m ļase 16 h byla 77,4 Ñ 15,2 nM. 1Zn-Me byl tak® hodnocen na 3D heterotypick® modelu 

odvozen®ho od bunŊļnĨch lini² HeLa a MRC-5. Tento model byl odolnŊjġ² neģ buŔky v monovrstvŊ, ale 

i pŚesto bylo dosaģeno siln®ho PDT ¼ļinku (EC50 (resazurin) = 981 Ñ 209 nM, EC50 (ATP) = 715 Ñ 192 nM). 

Amfifiln² zineļnat® Pc ï PS1 a PS2, byly studov§ny na 2D a 3D bunŊļnĨch modelech. (Kozl²kov§ a 

Mach§ļek, nepublikovan® vĨsledky) Byl pozorov§n stejnĨ trend jako u 1Zn-Me, kde bylo dosaģeno 

niģġ²ch hodnot EC50 na 2D bunŊļnĨch modelech. Pro PS1 (DLI = 16 h) na HeLa bunŊļn® linii byla 

hodnota EC50 64,9 Ñ 12,4 nM, coģ je velmi podobn® jako u 1Zn-Me. Pro PS2 byla hodnota EC50 362 Ñ 

24 nM. Tyto PS byly hodnoceny i ve studii V na HeLa buŔk§ch, kde dos§hl PS1, ve studii znaļen jako 

C3Zn, hodnoty EC50 48 Ñ 19 nM a PS2, ve studii znaļen jako A1Zn, 290 Ñ 78 nM.  MŢģeme porovnat 

fotodynamickou aktivitu PS1 a PS2 na 2D bunŊļn®m modelu HeLa:MRC-5. Tady byla PS1 velmi 

¼ļinn§ s hodnotou EC50 13,9 Ñ 6 nM. V porovn§n² s PS2 to byla 8Ĭ niģġ² hodnota EC50 (117 Ñ 5,4 nM). 

PS1 sice u HeLa:MRC-5 sf®roidŢ nebyla tak ¼ļinn§, ale stejnŊ jako 1Zn-Me, byla schopna vyvolat 

fotodynamickĨ ¼ļinek s hodnotou EC50 = 602 Ñ 15,8 nM. U PS2 byla hodnota EC50 stanovena na 1 192 

Ñ 162,4 nM. Kationick® zineļnat® Pc s perifern² (ZnPc1) a neperifern² substituc² (ZnPc2) byly 

syntetizov§ny a biologicky hodnoceny v publikaci Isik et al. AutoŚi testovali oba PS na n§dorovĨch 

bunŊļnĨch lini²ch A253 (lidskĨ epidermoidn² karcinom pŚ²uġn² ģl§zy), HT29 (lidskĨ kolorekt§ln² 

karcinom) a FaDu (lidskĨ dlaģdicobunŊļnĨ karcinom hltanu) a tak® na 3D bunŊļnĨch modelech 

odvozenĨch od stejnĨch bunŊļnĨch lini²ch. ZnPc1, hodnoty EC50 byly v rozmez² 275ï1447 nM, byla 

na 2D bunŊļnĨch modelech 4-8Ĭ ¼ļinnŊjġ² neģ ZnPc2 (EC50 1544 ï 8485 nM). AutoŚi uv§d², ģe sf®roidy 

byly odolnŊjġ² vŢļi PDT neģ 2D bunŊļn® modely, coģ koreluje i s naġimi vĨsledky (Isik et al., 2025). 

Kationick® zineļnat® ftalocyaniny byly hodnoceny tak® ve studii VI, kde na HeLa buŔk§ch vykazovaly 

velmi silnĨ PDT ¼ļinek, hodnoty EC50 nej¼ļinnŊjġ²ch z§stupcŢ byly v rozmez² 3,8 ï 79 nM. 

Pokud porovn§me nejniģġ² hodnoty EC50 ze studie Isik et al. a studie VI, tak n§mi studovan® l§tky byly 

70Ĭ ¼ļinnŊjġ², coģ lze pŚiļ²st jejich vĨraznŊ lepġ² monomerizaci a optimalizovan® amfifiln² struktuŚe, 

kter® vedou k vyġġ² produkci singletov®ho kysl²ku a efektivnŊjġ² intracelul§rn² akumulaci. ZineļnatĨ Pc 

(ZnPcS4) a jeho konjug§t s nanoļ§sticemi (ZnPcS4AuNP) hodnotili na 3D bunŊļn®m modelu 

odvozen®ho od bunŊļn® linie A375 (lidskĨ melanom) Nkune a Abrahamse. Hodnota EC50 pro ZnPcS4 

byla 12,73 ÕM, coģ je v porovn§n² s n§mi studovanĨmi 1Zn-Me, PS1 a PS2 vĨraznŊ vyġġ² koncentrace 

nutn§ k dosaģen² hodnoty EC50. Hodnota EC50 pro ZnPcS4AuNP nebyla stanovena. PŚ²jem voln®ho 

ZnPcS4 sf®roidy byl vĨraznŊ niģġ² neģ u ZnPcS4AuNP. Intenzita fluorescence voln®ho ZnPcS4 v r§mci 

sf®roidu byla omezen§ sp²ġe na periferii, zat²mco varianta s nanoļ§sticemi byla detekovan§ i ve stŚedu 

sf®roidu. PrŢmŊr sf®roidŢ byl 450 ÕM. (Nkune and Abrahamse, 2023). N§mi studovan® PS1 a PS2 byly 

ve sf®roidech o prŢmŊru 490,57 Ñ 24,85 Õm distribuov§ny v cel®m sf®roidu, s vyġġ² intenzitou 

fluorescence PS1. 

Jak jiģ bylo v t®to pr§ci nŊkolikr§t zm²nŊno, ftalocyaniny patŚ² mezi nejv²ce zkouman® PS pro PDT, 

protoģe se vyznaļuj² vysokĨmi ūȹ a silnou absorpc² v tzv. terapeutick®m oknŊ biologickĨch tk§n² (650ï
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800 nm). Tyto vlastnosti jim umoģŔuj² ¼ļinnŊ pŢsobit na hloubŊji poloģen® c²le. U povrchovĨch koģn²ch 

n§dorŢ vġak mŢģe bĨt vĨhodn® vyuģ²t excitaci zelenĨm svŊtlem, kter® leģ² mimo optick® okno a t²m 

minimalizuje poġkozen² zdravĨch bunŊk v hlubġ²ch vrstv§ch. V tomto ohledu se jako vhodn® ukazuj² 

porfyriny, jejichģ absorpļn² p§s spad§ do oblasti 500ï650 nm, avġak jejich n²zk® extinkļn² koeficienty 

vyģaduj² vysok® d§vky svŊtla ļi samotn®ho PS. Alternativou by mohly bĨt subftalocyaniny (SubPc), 

analogy Pc. D²ky sv®mu kuģelovit®mu tvaru maj² niģġ² tendenci k agregaci, coģ je ļastĨ probl®m u 

klasickĨch Pc i porfyrinŢ, a t²m si zachov§vaj² sv® fotofyzik§ln² vlastnosti i ve vodn®m prostŚed². SubPc 

disponuj² zaj²mavĨmi spektr§ln²mi parametry, vysokĨmi extinkļn²mi koeficienty a moģnost² snadn® 

chemick® modifikace na perifern²ch i axi§ln²ch pozic²ch. Tyto vlastnosti je ļin² perspektivn²mi 

kandid§ty nejen pro rŢzn® technologick® aplikace, ale pŚedevġ²m pro fotodynamickou l®ļbu 

povrchovĨch l®z², kde mohou nab²dnout ¼ļinnŊjġ² a bezpeļnŊjġ² alternativu k tradiļn²m PS (Lavarda et 

al., 2022, Claessens et al., 2014). Naġe skupina na z§kladŊ tŊchto poznatkŢ syntetizovala, fotofyzik§lnŊ 

charakterizovala a in vitro vyhodnotila ¼ļinnost SubPc s rŢznĨmi perifern²mi substituenty (studie I). 

NŊkolik dalġ²ch vŊdeckĨch skupin popsalo synt®zu SubPc, ale bez n§slednĨch in vitro studi² (Ogura et 

al., 2022, Stuzhin et al., 2019, G·mez-G·mez et al., 2023, Mori and Shibata, 2017, Grant et al., 2019). 

Naġe studie I v dobŊ publikov§n² pŚedstavovala dosud nejkomplexnŊjġ² in vitro hodnocen² SubPc s 

rŢznĨmi perifern²mi substituenty a hydrofiln²mi axi§ln²mi ligandy. Biologick® hodnocen² bylo 

provedeno na HeLa bunŊļn® linii, ale tak® na SK-MEL-28 ï lidsk® linii nepigmentovan®ho melanomu. 

NejvĨznamnŊjġ²m vĨsledkem bylo zjiġtŊn², ģe triethylsulfanyl SubPc s axi§ln²m crownetherem vykazuje 

mimoŚ§dnŊ n²zk® hodnoty EC50 v nanomol§rn²ch koncentrac²ch (2,3 nM u SK-MEL-28 a 4,4 nM u 

HeLa), zat²mco toxicita bez oz§Śen² zŢst§v§ v²ce jak tis²ckr§t niģġ² (TC50 14500 nM a 5300 nM). Tyto 

parametry ukazuj² na potenci§lnŊ vysokĨ terapeutickĨ index. Fluorescenļn² mikroskopie prok§zala 

lokalizaci pŚev§ģnŊ v lyzozomech, coģ odpov²d§ pŚ²jmu skrze endocyt·zu, a po oz§Śen² doch§zelo k 

indukci apopt·zy. Studie tak jasnŊ prokazuje, ģe vhodn§ kombinace perifern²ch substituentŢ a axi§ln²ch 

ligandŢ mŢģe v®st k SubPc s excelentn² biologickou ¼ļinnost². Mezi prvn² studie, kde byly SubPc 

hodnoceny i biologicky, je pr§ce Xu et al., kter§ jako prvn² systematicky testovala axi§lnŊ substituovan® 

SubPc s oligoethylenglykolovĨmi ŚetŊzci. Tyto deriv§ty vykazovaly vysokou cytotoxicitu vŢļi HepG2 

a HT-29 buŔk§m po oz§Śen², s EC50 aģ 20 nM, a s vlastn² toxicitu bez oz§Śen² vyġġ² 2 ÕM (nejvyġġ² 

pouģit§ koncentrace). Zaj²mavĨm zjiġtŊn²m bylo, ģe pŚestoģe mŊly deriv§ty s fenoxy substituenty niģġ² 

ūȹ, byly biologicky ¼ļinnŊjġ² d²ky vyġġ² fotostabilitŊ v bunŊļnĨch m®di²ch (Xu et al., 2007). Van de 

Winckel et al. zdŢraznili teranostickĨ potenci§l subftalocyaninŢ a otestovali s®rii SubPc s rŢznĨmi 

axi§ln²mi substituenty (pyren, methoxy(triethylenoxy) ŚetŊzce a jednoduchĨ hydrofobn² substituent bez 

pyrenu) na bunŊļnĨch lini²ch HeLa, SCC-13 (spinocelul§rn² karcinom obliļeje) a A431 (spinocelul§rn² 

karcinom vulvy). Vġechny deriv§ty vykazovaly silnou fluorescenci v buŔk§ch, a byly schopny pronikat 

nejen do 2D bunŊļnĨch kultur, ale i do 3D sferoidŢ. Subcelul§rn² lokalizace SubPc byla urļena 

fluorescenļn² mikroskopi², kter§ uk§zala, ģe deriv§ty 1a a 1b se pŚekrĨvaj² se sign§lem lyzozom§ln² 

sondy, zat²mco 1c se lokalizovala silnŊ kolem j§dra, ale nevykazuje kolokalizaci s ģ§dnĨm organelovĨm 
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markerem. Tyto rozd²ly se prom²tly i do ¼ļinnosti PDT ï deriv§ty lokalizovan® v lyzozomech 

vykazovaly vyġġ² fototoxicitu. V in vivo pokusech na myġ²ch byla prok§z§na  redukce velikosti n§dorŢ 

po intratumor§ln² aplikaci a oz§Śen², coģ poskytuje dŢleģitĨ dŢkaz konceptu klinick®ho vyuģit² (van de 

Winckel et al., 2018). Yurt et al. se zamŊŚili na radioizotopovŊ znaļen® subftalocyaniny (SubPc) a jejich 

integraci s TiO2 nanoļ§sticemi s c²lem vytvoŚit multifunkļn² teranostick® syst®my kombinuj²c² 

nukle§rn² zobrazov§n² a fotodynamickou terapii. V obou studi²ch byly SubPc ¼spŊġnŊ znaļen® 

radionuklidem ĭįĭI, coģ umoģnilo sledovat jejich bunŊļnĨ pŚ²jem a posoudit jejich potenci§l pro 

nukle§rn² zobrazov§n². V kolorekt§ln²m adenokarcinomu HT-29 byla akumulace ĭįĭI-SubPc pŚibliģnŊ 

dvojn§sobn§ oproti zdravĨm fibroblastŢm WI-38, coģ ukazuje na preferenļn² vychyt§v§n² n§dorovĨmi 

buŔkami. PDT experimenty prok§zaly vĨraznou fototoxicitu v HT-29 i HepG2 buŔk§ch, zat²mco ¼ļinek 

na zdrav® WI-38 byl podstatnŊ niģġ², coģ potvrzuje selektivitu SubPc vŢļi n§dorovĨm lini²m. Integrace 

SubPc do TiO  nanoļ§stic d§le zvĨġila stabilitu, umoģnila kombinovat PDT s nukle§rn²m zobrazov§n²m 

a u nŊkterĨch lini² (napŚ. HepG2) vedla k jeġtŊ vyġġ² ¼ļinnosti. CelkovŊ se SubPc i SubPc-TiO  profiluj² 

jako perspektivn² teranostick® platformy s potenci§lem pro c²len® zobrazov§n² a l®ļbu n§dorŢ (Yurt et 

al., 2018, Yurt et al., 2020). Ayaz et al. uk§zali, ģe chlorem substituovan® subftalocyaniny mohou 

fungovat jako fotoaktivovateln® imunomodul§tory: v makrof§z²ch RAW 264.7 tyto deriv§ty po oz§Śen² 

xenonovou lampou vĨznamnŊ sniģovaly produkci proz§nŊtlivĨch cytokinŢ TNF-Ŭ a IL-6. M²ra 

protiz§nŊtliv®ho ¼ļinku pŚitom ¼zce souvisela s poļtem substituentŢ ï nej¼ļinnŊjġ²m protiz§nŊtlivĨm 

deriv§tem byl SubPc s nejvyġġ²m stupnŊm chlorace. Studie tak rozġiŚuje aplikaļn² spektrum SubPc 

mimo klasickou fotodynamickou terapii smŊrem k Ś²zen® modulaci imunitn² odpovŊdi, coģ je relevantn² 

pro potenci§ln² vyuģit² pŚi chronickĨch z§nŊtech ļi autoimunitn²ch onemocnŊn²ch (Ayaz et al., 2019). 

Biologick® hodnocen² SubPc v posledn²ch letech uk§zalo jejich mimoŚ§dnĨ potenci§l jako PS pro PDT. 

Studie se shoduj² na nŊkolika kl²ļovĨch faktorech: (i) volba perifern²ch z§sadnŊ ovlivŔuje rovnov§hu 

mezi fluorescenc² a produkc² 1O2; (ii) axi§ln² ligandy vĨznamnŊ urļuj² rozpustnost, pŚ²jem a n§slednou 

lokalizaci v buŔk§ch; (iii) formulace (nanoļ§stice, radioaktivn² znaļen²) rozġiŚuje aplikaļn² moģnosti 

smŊrem k teranostice; (iv) konkr®tn² kombinace substituentŢ umoģŔuj² vyuģit² SubPc i jako 

imunomodulaļn²ch ļinidel. Dohromady tyto vĨsledky potvrzuj², ģe SubPc pŚedstavuj² univerz§ln² 

platformu pro kombinaci diagnostiky, terapie a imunomodulace, pŚiļemģ jejich ¼ļinnost v bunŊļnĨch 

modelech dosahuje hodnot srovnatelnĨch ļi lepġ²ch neģ u klinicky pouģ²vanĨch PS. 

Probl®mem Pc je rozpustnost ve vodn®m prostŚed², kter® br§n² hydrofobn² povaha a plan§rn² uspoŚ§d§n² 

Pc j§dra, a doch§z² k jejich agregaci, coģ sniģuje fotodynamickĨ ¼ļinek. Z toho vyplĨv§, ģe by Pc 

nemŊly bĨt vhodnĨmi PS pro medic²nsk® aplikace. VŊdci se ale snaģ² tyto negativn² vlastnosti Pc zvr§tit 

rŢznĨmi modifikacemi. Rozpustnost Pc lze zvĨġit konjugac² s (ne)nabitĨmi hydrofiln²mi skupinami 

kolem hydrofobn²ch jader. Takovouto vhodnou modifikac² se jev² bĨt sacharidy, kter® jsou schopn® 

zvĨġit rozpustnost Pc ve vodnĨch roztoc²ch. Tak® pŚid§n²m rŢzn®ho poļtu sacharidovĨch jednotek lze 

zvĨġit fotodynamickĨ ¼ļinek d²ky usnadnŊn² internalizace skrze endocyt·zu (Louren­o et al., 2014, 
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Singh et al., 2015). Mezi dalġ² moģnosti jak zvĨġit rozpustnost Pc je pŚid§n² polyethylenglykolovĨch 

(PEG) funkļn²ch skupin (Wang et al., 2021). DŢleģit® pŚi vĨvoj novĨch PS pro PDT je nalezen² 

rovnov§hy mezi hydrofilitou a lipofilitou, kter§ urļuje rozpustnost, schopnost interakce s 

biomembr§nami, internalizace buŔkami, a tedy i vĨslednou fotodynamickou ¼ļinnost. TŚi porovn§van® 

pŚ²stupy ï n§mi studovan® asymetrick® zineļnat® Pc nesouc² sacharidy nebo PEG (Pc-Glu4, Pc-Mal4, 

Pc-PEG4 ï studie III) a zineļnat® Pc nesouc² MPEG (monomethoxypolyethylenglykol) (Wang et al., 

2021) a nesymetrick® ɓ-cyklodextrinov® SiPc (Lau et al., 2011) ukazuj² rozd²ln® strategie, jak t®to 

rovnov§hy dos§hnout. Vġechny zkouman® Pc syst®my vykazovaly v organickĨch rozpouġtŊdlech 

typickĨ ostrĨ monomern² Q-p§s kolem 670ï672 nm. N§mi studovan® asymetrick® deriv§ty po pŚechodu 

do vodn®ho prostŚed² agreguj², avġak v pŚ²tomnosti lipozomŢ nebo albuminu doch§z² k monomerizaci, 

zat²mco jejich symetrick§ vysoce hydrofiln² analoga (Pc-Glu16, Pc-PEG16, AzaPc-PEG16) zŢst§vala 

monomern² i ve vodn®m prostŚed², ale bez interakce s biomembr§nami. MPEG-ZnPc rovnŊģ agregovaly 

ve vodŊ, nicm®nŊ v s®ru se d²ky vazbŊ na albumin monomerizovaly. ɓ-cyklodextrinov® SiPc vykazovaly 

ostrĨ Q-p§s v DMF, avġak v z§vislosti na typu druh®ho substituentu se ve vodn®m prostŚed² liġila m²ra 

agregace. N§mi studovan® asymetrick® deriv§ty pokrĨvaj² ġirok® rozpŊt² rozdŊlovac²ch koeficientŢ 

(Pc-PEG4 +1,90, Pc-Glu4 ī0,65 a Pc-Mal4 ī1,33), coģ se tak® odr§ģ² v jejich chov§n². V pŚ²tomnosti 

liposomŢ se postupnŊ monomerizuj², saturace vġak nast§v§ jiģ pŚi n²zk®m mnoģstv² PS v liposomech 

(pŚi pomŊrech lipidŢ k PS ~6000:1), coģ souvis² s objemnĨmi substituenty vyļn²vaj²c²mi z membr§ny. 

BSA vyvol§v§ monomerizaci jiģ pŚi 35 ÕM. Naproti tomu symetrick® hydrofiln² deriv§ty nevykazuj² 

ģ§dn® zmŊny ani pŚi vysokĨch koncentrac²ch lipidŢ ļi albuminu. MPEG-ZnPc se v§ģou na albumin, coģ 

potvrzuj² elektroforetick® experimenty i stabiln² fluorescence v s®ru. ɓ-cyklodextrinov® substituenty u 

SiPc zvyġuj² rozpustnost a sniģuj² agregaci. N§mi studovan® nesymetrick® deriv§ty dosahuj² vĨraznŊ 

vyġġ²ho pŚ²jmu buŔkami (Pc-PEG4 ~553 pmol/mg proteinu; Pc-Glu4 ~116 pmol/mg proteinu; Pc-Mal4 

~77 pmol/mg proteinu) neģ symetrick® analogy (Pc-Glu16 ~4 pmol/mg proteinu; Pc-PEG16 

~12 pmol/mg proteinu; AzaPc-PEG16 ~3 pmol/mg proteinu). Fluorescenļn² mikroskopie ukazuje jejich 

lokalizaci pŚedevġ²m ve v§ļc²ch endolyzozom§ln²ho kompartmentu. MPEG-ZnPc s kratġ²mi PEG 

ŚetŊzci se l®pe internalizuj² a jsou ¼ļinnŊjġ² in vitro, zat²mco delġ² ŚetŊzce zajiġŠuj² selektivn² akumulaci 

v n§dorech in vivo. U MPEG4k-Pc byla prok§z§na albuminem zprostŚedkovan§ endocyt·za. 

ɓ-cyklodextrinov® SiPc se rovnŊģ dobŚe internalizuj², pŚiļemģ asymetrick® deriv§ty vykazuj² vyġġ² 

¼ļinnost neģ symetrick®. N§mi studovan® nesymetrick® deriv§ty dosahuj² n²zkĨch hodnot EC50 v 

submikromol§rn²m aģ mikromol§rn²m rozmez² (HeLa: Pc-Glu4 2.07 ÕM, Pc-PEG4 2.20 ÕM, Pc-Mal4 

4.97 ÕM), coģ je o 1ï2 Ś§dy lepġ² vĨsledek neģ u symetrickĨch hydrofiln²ch deriv§tŢ (Pc-Glu16 354 ÕM, 

Pc-PEG16 69.7 ÕM, AzaPc-PEG16 75.7 ÕM). VĨznamn® je, ģe Pc-Glu4 si zachov§ vysokou aktivitu 

(EC50 = 0.76 ÕM) i pŚi DLI = 0 h (bez inkubace), coģ ukazuje na ¼ļinnou produkci 1O2 i extracelul§rnŊ. 

ɓ-cyklodextrinov® SiPc dosahuj² EC50 v rozmez² 21ï94 nM, tedy jeġtŊ vyġġ² ¼ļinnosti, a prok§zaly 

zpomalen² rŢstu n§doru u myġ². Naġe asymetrick® zineļnat® Pc amfifily pŚedstavuj² vyv§ģenĨ design, 

kterĨ kombinuje dostateļnou rozpustnost s interakc² s membr§nami a vysokĨm pŚ²jmem buŔkami. 
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VĨsledkem je vĨraznŊ vyġġ² fotodynamick§ aktivita neģ u symetrickĨch hydrofiln²ch analog, a to i v 

reģimu bez pŚedchoz² inkubace, coģ naznaļuje potenci§l pro PDT c²lenou na c®vy. MPEG-ZnPc ukazuj², 

ģe d®lka PEG ŚetŊzce Ś²d² selektivitu akumulace v n§dorech a farmakokinetiku, pŚiļemģ optim§ln² 

variantou je MPEG4k-Pc. ɓ-cyklodextrinov® SiPc potvrzuj², ģe asymetrie substituce zvyġuje ¼ļinnost 

d²ky lepġ²mu pŚ²jmu a vyġġ² produkci ROS. CelkovŊ lze Ś²ci, ģe strategie sn²ģen² poļtu hydrofiln²ch 

substituentŢ a zaveden² amfifiln²ho charakteru mŢģe bĨt kl²ļem k dosaģen² vysok® ¼ļinnosti PS v PDT 

n§dorŢ.  

OvlivnŊn² aktivity fotosensitiz®rŢ supramolekul§rn²mi interakcemi 

Supramolekul§rn² chemie nab²z² elegantn² zpŢsob, jak Ś²dit vlastnosti fotosenzitiz®rŢ pomoc² 

nekovalentn²ch interakc², aniģ by bylo nutn® zasahovat do jejich struktury. Hostïguest komplexy mohou 

potlaļit agregaci, zvĨġit rozpustnost a zlepġit bunŊļnĨ pŚ²jem, coģ jsou kl²ļov® faktory pro ¼ļinnost 

PDT. Kukurbit[7]uril (CB7) je obzvl§ġŠ vhodnĨ hostitel d²ky sv® biokompatibilitŊ, vysok® afinitŊ k 

hydrofobn²m kationickĨm hostŢm a schopnosti stabilizovat monomern² formu PS. Adamantylov® 

skupiny jsou ide§ln²mi hosty, protoģe do dutiny CB7 perfektnŊ zapadaj² a vytv§Śej² mimoŚ§dnŊ pevn®, 

ale st§le reverzibiln² komplexy, kter® mohou vĨraznŊ zlepġit fotodynamickou aktivitu fotosenzitiz®ru.      

Tento koncept byl jiģ dŚ²ve ¼spŊġnŊ vyuģit u ftalocyaninŢ. Bolfarini et al. uk§zali, ģe supramolekul§rn² 

komplexace ZnPc s CB[7] vĨraznŊ zvyġuje jeho rozpustnost a omezuje agregaci, avġak teprve n§sledn§ 

nanoenkapsulace do kationickĨch magnetoliposomŢ umoģnila efektivn² bunŊļnĨ pŚ²jem a dramatick® 

zvĨġen² fotodynamick® aktivity. Kombinace PDT a magnetohypertermie vedla k 87% poklesu 

ģivotaschopnosti melanomovĨch bunŊk, coģ jasnŊ demonstruje, ģe supramolekul§rn² ¼prava je 

nej¼ļinnŊjġ² tehdy, kdyģ je propojena s vhodnou nanoformulac² (Bolfarini et al., 2012). PodobnĨ princip 

vyuģil i Goto et al., kde se zamŊŚili na interakce ftalocyaninŢ s dlouhĨmi alkylovĨmi ŚetŊzci a 

cyklodextriny. Rozpustnost a stabilita komplexŢ byla silnŊ z§visl§ na d®lce a poļtu alkylovĨch 

substituentŢ i typu cyklodextrinu (CDx). Dimethyl-ɓ-CDx poskytoval nejstabilnŊjġ² roztoky, kter® 

zŢst§valy stabiln² nejm®nŊ tĨden, zat²mco Ŭ-CDx byl m®nŊ stabiln², ale jako jedinĨ dok§zal zcela 

zabr§nit agregaci ZnPc s osmi dodecylovĨmi ŚetŊzci. To se projevilo ostrĨmi absorpļn²mi p§sy, 

zachovanou fluorescenc² a vĨraznŊ vyġġ² fotodynamickou aktivitou (EC  = 1,9 ɛM), kter§ pŚekonala i 

klinicky pouģ²vanĨ porfimer sodnĨ. Studie tak ukazuje, ģe spr§vn§ volba supramolekul§rn²ho hostitele 

mŢģe z§sadnŊ ovlivnit rovnov§hu mezi rozpustnost², agregac² a biologickou ¼ļinnost² (Goto et al., 

2020). Dalġ²m pŚ²kladem ¼spŊġnĨch supramolekul§rn²ch strategi² pŚedstavuje pr§ce Zhang et al., kter§ 

ukazuje, ģe hostïguest interakce lze vyuģ²t nejen ke zlepġen² fotofyziky, ale i k dosaģen² bunŊļn® 

selektivity. Adamantanem funkcionalizovanĨ BODIPY v kombinaci s heptamanosylovanĨm ɓ-CDx 

spont§nnŊ vytv§Ś² stabiln² nanoļ§stice, jejichģ povrchov§ prezentace man·zovĨch jednotek umoģŔuje 

c²len® vychyt§v§n² prostŚednictv²m man·zov®ho receptoru silnŊ exprimovan®ho u bunŊk karcinomu 

prsu MDA-MB-231. VĨsledkem je vĨraznŊ selektivnŊjġ² akumulace PS v n§dorovĨch buŔk§ch, 

minim§ln² internalizace ve zdravĨch epiteli§ln²ch buŔk§ch a robustn² produkce singletov®ho kysl²ku po 
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oz§Śen². In vivo experimenty nav²c potvrdily vĨznamn® potlaļen² rŢstu n§dorŢ bez syst®mov® toxicity. 

Tato studie tak ukazuje, ģe supramolekul§rn² nanoļ§stice zaloģen® na CDx mohou slouģit nejen ke 

zvĨġen² rozpustnosti, ale i jako ¼ļinnĨ n§stroj pro aktivn² c²len² PS na specifick® bunŊļn® populace 

(Zhang et al., 2016).  

Naġe studie d§le rozġiŚuj² supramolekul§rn² pŚ²stup o systematick® hodnocen² interakc² s CB[7] u dvou 

odliġnĨch skupin fotosenzitiz®rŢ. Ve studii II jsme uk§zali, ģe nav§z§n² ļtyŚ jednotek CB[7] na 

ftalocyaniny substituovan® v Ŭ- nebo ɓ-pozic²ch ¼ļinnŊ potlaļuje agregaci a zvyġuje fluorescenci i 

produkci 1O2. PŚesto vġak doġlo k vĨrazn®mu poklesu fotodynamick® aktivity, protoģe vznikl® komplexy 

byly objemn®, silnŊ pol§rn² a jen omezenŊ pronikaly do bunŊk. VĨjimku pŚedstavoval pouze komplex 

Pc4 s CB[7], u nŊhoģ byla pozorov§na m²rn§ aktivace. U vŊtġiny ostatn²ch l§tek se EC50 po 

supramolekul§rn² interakci zvĨġila t®mŊŚ o Ś§d. Ŭ-substituovan® deriv§ty si zachovaly vyġġ² ¼ļinnost 

neģ ɓ-analogy, avġak i u nich byla internalizace limituj²c²m faktorem. Fluorescenļn² mikroskopie 

uk§zala pŚev§ģnŊ lyzozom§ln² akumulaci, pŚiļemģ po komplexaci s CB[7] zcela vymizela 

mitochondri§ln² lokalizace pozorovan§ u nŊkterĨch volnĨch Pc (Pc15, Pc16. Ve studii IV jsme naopak 

pozorovali, ģe u BODIPY deriv§tŢ mŢģe supramolekul§rn² komplexace s CB[7] v®st ke zvĨġen² 

fotodynamick® aktivity. U slouļenin B1-3 se potlaļen² agregace a zvĨġen² produkce 1O2 prom²tlo do 3ï

7Ĭ zlepġen² ¼ļinnosti, pŚestoģe bunŊļnĨ pŚ²jem komplexŢ byl niģġ² neģ u volnĨch BODIPY PS. U 

deriv§tŢ B4 a B5 se tento efekt neprojevil, coģ potvrzuje, ģe vĨslednĨ biologickĨ ¼ļinek z§vis² na 

konkr®tn² molekul§rn² architektuŚe PS, poļtu adamantylovĨch jednotek i stechiometrii hostïguest 

interakce. Subcelul§rn² lokalizace byla pŚev§ģnŊ lyzozom§ln² (s vĨjimkou B1-2, kter® se nach§zely tak® 

v mitochondri²ch) a po komplexaci s CB[7] byla lokalizace vġech deriv§tŢ pouze lyzozom§ln². I pŚes 

zvĨġenĨ z§jem o BODIPY PS v biomedic²nskĨch aplikac²ch vļ. PDT (Cheng et al., 2023) zat²m nen² 

jejich interakci s  CB vŊnov§na vysok§ pozornost. NŊkolik studi² se o tŊchto interakc²ch zmiŔuje, ale 

bez biologick®ho hodnocen² fotodynamick®ho ¼ļinku (Gupta et al., 2017, Ayhan et al., 2022, Alnajjar 

et al., 2018). Naġe studie IV pŚedstavila komplexn² hodnocen² vlivu interakce s CB a BODIPY pomoc² 

supramolekul§rn² interakce, a prok§zala i zvĨġen² fotodynamick® aktivity (Demuth et al., 2024). 

SpoleļnŊ tyto vĨsledky ukazuj², ģe supramolekul§rn² interakce s CB[7] spolehlivŊ zlepġuj² fotofyzik§ln² 

parametry fotosensitiz®rŢ, zejm®na potlaļuj² agregaci a zvyġuj² produkci singletov®ho kysl²ku. 

BiologickĨ ¼ļinek vġak nen² univerz§ln² ï u BODIPY deriv§tŢ pŚev§ģil pozitivn² vliv vyġġ² produkce 

1O2 nad sn²ģenĨm bunŊļnĨm pŚ²jmem, zat²mco u ftalocyaninŢ dominoval negativn² dopad omezen® 

internalizace. Kl²ļovĨm faktorem se jev² velikost, polarita a poļet nav§zanĨch CB[7] jednotek, kter® 

urļuj² vĨslednou distribuci a transport pŚes bunŊļn® membr§ny. Tyto poznatky podtrhuj² nutnost 

specifick®ho n§vrhu supramolekul§rn²ch strategi², protoģe stejnĨ hostitel mŢģe u rŢznĨch PS vyvolat 

zcela odliġn® biologick® ¼ļinky 
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Fotochemick§ internalizace biologicky aktivn²ch l§tek 

PS lze vyuģ²t nejen k c²len® destrukci n§dorovĨch bunŊk. Amfifiln² PS mohou bĨt vyuģity pro 

fotochemickou internalizaci (PCI), kde slouģ² jako n§stroj pro uvolnŊn² l§tek a zvĨġen² jejich 

terapeutick®ho ¼ļinku, kter® by byly jinak zachyceny v lyzozomech a degradov§ny. VhodnĨm 

kandid§tem pro PCI d²ky svĨm vlastnostem je l§tka 1Zn-Me ze studie VIII. Jako modelov§ 

makromolekula byl pouģit saporin, kterĨ se bŊģnŊ degraduje v lyzozomech a bez PCI vykazuje jen 

omezenou cytotoxicitu. VĨsledky studie uk§zaly, ģe samotnĨ saporin m§ pŚi endocyt·ze jen velmi n²zkĨ 

¼ļinek, ale v kombinaci s 1Zn-Me doch§z² k vĨrazn®mu zes²len² jeho aktivity. Po oz§Śen² se 

ģivotaschopnost bunŊk sniģovala pŚi podstatnŊ niģġ²ch koncentrac²ch saporinu i PS, neģ jak® byly 

potŚeba pŚi jejich samostatn®m pouģit². Oba experiment§ln² reģimy (light-after i light-before) potvrdily, 

ģe 1Zn-Me umoģŔuje efektivn² ¼nik saporinu z endozomŢ a vede k synergick®mu cytotoxick®mu 

¼ļinku, kterĨ by jinak nebyl dosaģitelnĨ. CelkovŊ tak studie VIII jasnŊ ukazuje, ģe 1Zn-Me je vhodnĨm 

medi§torem PCI, a ģe amfifiln² ftalocyaniny mohou vĨznamnŊ rozġ²Śit terapeutick® moģnosti PDT 

smŊrem k c²len®mu doruļov§n² a aktivaci makromolekul§rn²ch l®ļiv.  

Klasick§ PCI je slibnou strategi², jak efektivnŊ uvolnit endocytovan® makromolekuly do cytosolu a 

zvĨġit jejich terapeutickĨ ¼ļinek. Pokud ale dojde ke spojen² PCI s imunotoxiny, dojde k lepġ²mu 

zac²len² na n§dorov® buŔky. Studie VII zamŊŚen§ na PCI s imunotoxiny ukazuje, PCI s fimaporfinem 

vĨraznŊ zvĨġila ¼ļinnost PD-L1-c²len®ho imunotoxinu anti-PD-L1-SAP v bunŊļnĨch lini²ch NSCLC s 

vysokou (H1975) i n²zkou (A549) expres² PD-L1. PCI umoģnila ¼nik imunotoxinu z endozom§ln²ch 

v§ļkŢ, coģ vedlo k cytotoxicitŊ jiģ v pikomol§rn²ch koncentrac²ch v PD-L1 silnŊ exprimujic²ch buŔk§ch 

a z§roveŔ zajiġŠuje ¼ļinnost tak® u PD-L1 slabŊ exprimuj²c²ch buŔk§ch. PrŢtokov§ cytometrie a 

konfok§ln² mikroskopie potvrdily rozd²lnou m²ru internalizace a lyzozom§ln²ho transportu PD-L1, kter§ 

koreluje s rozd²ly v ¼ļinnosti PCI. Blok§da PD-L1 atezolizumabem vĨznamnŊ sn²ģila PCI efekt v PD-L1 

silnŊ exprimuj²c²ch buŔk§ch. Studie dokl§d§, ģe PCI mŢģe pŚekonat rezistenci vŢļi PD-L1-c²lenĨm 

terapi²m a vĨznamnŊ rozġ²Śit terapeutick® moģnosti imunotoxinŢ u NSCLC.  

Naġe pr§ce navazovala na studii Wong a Selbo, kteŚ² pouģili stejnĨ PS i imunotoxin a testovali PCI 

s anti-PD-L1-SAP na n§dorovĨch buŔk§ch karcinomu prsu (MDA-MB-231 a MDA-MB-468), kter® se 

liġily m²rou exprese PD-L1. PrŢtokovou cytometri² potvrdili, ģe MDA-MB-231 bunŊļn§ linie silnŊ 

exprimuje PD-L1 a MDA-MB-468 lze povaģovat za PD-L1 negativn² bunŊļnou linii. Potvrdili, ģe 

PD-L1 je internalizov§n endocyt·zou a bŊhem nŊkolika hodin se akumuluje v pozdn²ch endozomech a 

lyzozomech, kde se z§roveŔ nach§z² fimaporfin. Po oz§Śen² doch§z² k svŊtlem Ś²zen®mu naruġen² 

endozom§ln²ch a lyzozom§ln²ch membr§n a k uvolnŊn² imunotoxinu do cytosolu, coģ vede k siln® a 

vysoce specifick® bunŊļn® smrti jiģ za pouģit² pikomol§rn²ch koncentrac²ch imunotoxinu. PCI ¼ļinek 

byl pozorov§n pouze v PD-L1-pozitivn²ch buŔk§ch (MDA-MB-231), zat²mco PD-L1-negativn² 

kontroln² linie nereagovala. Studie tak® uk§zala, ģe PD-L1 lze indukovat interferonem ɔ v bunŊļnĨch 
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lini²ch CT-26 a MC-38 (myġ² n§dorov® linie tlust®ho stŚeva), coģ rozġiŚuje potenci§ln² vyuģit² t®to 

strategie. CelkovŊ pr§ce poskytuje in vitro dŢkaz, ģe PCI mŢģe bĨt ¼ļinnou metodou pro selektivn² 

eliminaci PD-L1+ n§dorovĨch a imunosupresivn²ch bunŊk a pŚedstavuje slibnĨ doplnŊk k imunoterapii 

(Wong and Selbo, 2021). VĨsledek t®to studie se shoduje s vĨsledky naġ² pr§ce.  

Bostad et al. ve svĨch dvou studi²ch pŚedstavili z§sadn² preklinickĨ dŢkaz, ģe PCI zprostŚedkovan§ 

fimaporfinem dok§ģe dramaticky zvĨġit ¼ļinnost imunotoxinŢ c²lenĨch na specifick® bunŊļn® 

povrchov® markery. V prvn² pr§ce uk§zali, ģe PCI vĨraznŊ potencuje cytotoxicitu imunotoxinu 

anti-CD133-saporin v CD133  n§dorovĨch buŔk§ch kolorekt§ln²ho karcinomu (WiDr, HCT116) a 

pankreatick®ho karcinomu (BxPC-3), pŚiļemģ ¼ļinku dos§hli jiģ pŚi femtomol§rn²ch koncentrac²ch a 

pŚekon§vaj² rezistenci CD133low bunŊļn® linie vŢļi samotn® PDT. Druh§ studie rozġiŚuje tento koncept 

na novŊ vyvinutĨ imunotoxin AC133-saporin a potvrzuje jeho efektivitu nejen in vitro (WiDr, 

MDA-MB-231, FEMX-1), ale i in vivo, kde jedin§ syst®mov§ d§vka v kombinaci s fimaporfinem a 

svŊtlem vĨznamnŊ zpomalila rŢst CD133  n§dorŢ. ObŊ pr§ce tak spoleļnŊ ukazuj², ģe PCI umoģŔuje 

pŚesn®, svŊtlem Ś²zen® uvolnŊn² imunotoxinŢ z endozomŢ do cytosolu, ļ²mģ z§sadnŊ zvyġuje jejich 

selektivitu a terapeutickĨ potenci§l pŚi eliminaci agresivn²ch, ļasto rezistentn²ch bunŊļnĨch subpopulac² 

(Bostad et al., 2015, Bostad et al., 2013).  

Dalġ² studi², kter§ potvrzuje ¼ļinnost PCI s fimaporfinem k uvolnŊn² imunotoxinŢ, pŚedstavil Eng et al. 

Studie uk§zala, ģe PCI zaloģen§ na fimaporfinu vĨraznŊ zvyġuje ¼ļinnost imunotoxinu 225.28-saporin 

c²len®ho proti povrchov®mu antigenu CSPG4, kterĨ je silnŊ exprimov§n u agresivn²ch triple-negative 

karcinomŢ prsu (MDA-MB-231, MDA-MB-435, SUM149) a malign²ch melanomŢ (Melmet 1, 

Melmet 5). Po spoleļn® inkubaci fimaporfinu a imunotoxinu a n§sledn® aktivaci svŊtlem doch§z² 

k ¼niku imunotoxinu z endozomŢ do cytosolu, coģ vede k dramatick®mu zvĨġen² cytotoxicity oproti 

samotn®mu PDT nebo PCI se samotnĨm saporinem. Efekt byl vysoce specifickĨ ï v CSPG4-negativn²ch 

MCF-7 buŔk§ch se ģ§dn® zes²len² neprojevilo. Studie tak pŚinesla dŢkaz, ģe PCI umoģŔuje pŚesn®, 

svŊtlem Ś²zen® doruļen² imunotoxinŢ do n§dorovĨch bunŊk a pŚedstavuje slibnou strategii pro eliminaci 

vysoce rezistentn²ch TNBC a melanomovĨch bunŊk (Eng et al., 2018).  

PCI lze vyuģ²t i pro uvolnŊn² cytostatik, a tak zajistit jejich ¼ļinnŊjġ² doruļen² do m²sta pŢsoben² a 

omezit i jejich neģ§douc² ¼ļinky. Studie Sultan el al. pŚedstavuje prvn² klinick® ovŊŚen² PCI 

s fimaporfinem v kombinaci s bleomycinem u pacientŢ s pokroļilĨmi ļi recidivuj²c²mi koģn²mi a 

podkoģn²mi malignitami. V r§mci f§ze I byla hlavn²m c²lem bezpeļnost, tolerance a stanoven² 

maxim§ln² tolerovan® d§vky fimaporfinu. Do studie bylo zaŚazeno 22 pacientŢ, kterĨm byl fimaporfin 

pod§n intraven·znŊ a po ļtyŚech dnech byl pod§n bleomycin n§sledovanĨ lok§ln²m oz§Śen²m n§doru 

(652 nm, 60 J/cmĮ). VĨsledky uk§zaly, ģe PCI s fimaporfinem je provediteln§, bezpeļn§ a obecnŊ dobŚe 

tolerovan§. NejļastŊjġ²mi neģ§douc²mi ¼ļinky byly lok§ln² z§nŊtliv® reakce a fotosenzitivita kŢģe, 

pŚiļemģ z§vaģnŊjġ² toxicita (siln® lok§ln² bolesti, koģn² fotosenzitivita, infekce r§ny, ojedinŊl® pŚ²pady 
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respiraļn²ho selh§n²) se objevila aģ pŚi vyġġ²ch d§vk§ch (1,5 mg/kg). Maxim§ln² tolerovan§ d§vka 

fimaporfinu byla stanovena na 1,0 mg/kg, ale jako doporuļen§ d§vka pro dalġ² studie byla urļena 0,25 

mg/kg, protoģe poskytovala dobrĨ bezpeļnostn² profil i n§znaky protin§dorov® aktivity. Studie tak 

potvrzuje, ģe fimaporfinem zprostŚedkovan§ PCI mŢģe zvĨġit ¼ļinnost bleomycinu a pŚedstavuje 

slibnou metodu pro l®ļbu solidn²ch n§dorŢ, zejm®na tŊch rezistentn²ch na konvenļn² chemoterapii 

(Sultan et al., 2016). Trojan et al. ve svĨch experimentech prok§zaly, ģe PCI fimaporfinem vĨraznŊ 

zvyġuje ¼ļinek gemcitabinu. U pacientŢ s cholangiokarcinomem byla kombinace PCI a gemcitabinu 

dobŚe tolerov§na, bez vĨskytu limituj²c²ch toxicit a bez neoļek§vanĨch bezpeļnostn²ch probl®mŢ. 

Cholangiokarcinom je pŚitom vysoce agresivn² n§dor ģluļovĨch cest s velmi ġpatnou progn·zou, ļasto 

diagnostikovanĨ v pokroļil®m stadiu a ġpatnŊ reaguj²c² na standardn² l®ļbu. Pr§vŊ proto pŚedstavuje 

kaģd§ nov§ bezpeļn§ terapeutick§ moģnost vĨznamnĨ klinickĨ pŚ²nos. U 10 z 11 hodnotitelnĨch 

pacientŢ bylo dosaģeno kontroly onemocnŊn², pŚiļemģ nejvĨraznŊjġ² terapeutickĨ efekt se projevil ve 

dvou nejvyġġ²ch d§vkovĨch kohort§ch. Objektivn² l®ļebn§ odpovŊŅ dos§hla 42 %, vļetnŊ dvou 

kompletn²ch remis², a v nejvyġġ² d§vce ļinila objektivn² l®ļebn§ odpovŊŅ dokonce 60 %. ĠestimŊs²ļn² 

pŚeģit² bez progrese bylo 75 % a medi§n celkov®ho pŚeģit² ļinil 15,4 mŊs²ce, pŚiļemģ u pacientŢ 

l®ļenĨch nejvyġġ² d§vkou fimaporfinu dos§hl 22,8 mŊs²ce. CelkovŊ byla PCI s fimaporfinem a 

gemcitabinem hodnocena jako bezpeļn§ a poskytla povzbudiv® vĨsledky z hlediska odpovŊdi i pŚeģit² 

u pacientŢ s neoperovatelnĨm perihil§rn²m cholangiokarcinomem (Trojan et al., 2022). 

Mezi dalġ² terapeutick® pŚ²stupy zajiġŠuj²c² c²len® doruļen² PS prostŚednictv²m monoklon§ln²ch 

protil§tek, a t²m vĨraznŊ zvyġovat specificitu fototoxicity, patŚ² fotoimunoterapie (PIT). Studie V 

pŚedstavuje perspektivn² cestu k pos²len² ¼ļinnosti l®ļby zejm®na u n§dorŢ s definovanĨmi 

povrchovĨmi markery. Konjug§t EITC-atezolizumab po oz§Śen² vĨznamnŊ zvĨġil cytotoxicitu u bunŊk 

NSCLC, pŚiļemģ ¼ļinek koreloval s hladinou exprese PD-L1. SilnŊ exprimuj²c² buŔky H1975 

vykazovaly mnohem vĨraznŊjġ² pokles metabolick® aktivity neģ slabŊ exprimuj²c² buŔky A549. DetailnŊ 

jsme popsali intracelul§rn² transport atezolizumabu, kterĨ se v H1975 buŔk§ch ļ§steļnŊ recykluje zpŊt 

k membr§nŊ a v A549 buŔk§ch pŚetrv§v§ v lyzozomech, pŚiļemģ vŢbec poprv® tak bylo prok§z§na jeho 

lokalizace v CD63+ vezikul§rn²ch struktur (pŚedevġ²m multivezikul§rn² tŊl²ska). Studie vĨznamnŊ 

rozġiŚuje pozn§n² o chov§n² PD-L1-c²lenĨch fotoimunokonjug§tŢ, a potvrzuje potenci§l PIT jako vysoce 

selektivn² modality pro l®ļbu PD-L1+ n§dorŢ. Ve studii, kde byl pouģit stejnĨ fotoimunokonjug§t 

EITC-AtezolizumabautoŚi kvantifikovali mnoģstv² PD-L1 receptorŢ na dvou modelech NSCLC, H322 

(silnŊ exprimuj²c²) a A549 (slabŊ exprimuj²c²), pomoc² prŢtokov® cytometrie a super-rezoluļn² 

mikroskopie dSTORM. Fotoimunokonjug§t vyk§zal cytotoxickĨ efekt po oz§Śen² v obou bunŊļnĨch 

lini²ch, avġak pŚekvapivŊ nebyla nalezena siln§ korelace mezi ¼rovn² PD-L1 exprese a m²rou 

fotoindukovan® bunŊļn® smrti. Studie tak ukazuje, ģe samotn§ hustota c²lov®ho receptoru nen² 

dostateļnĨm prediktorem ¼ļinnosti fotoimunoterapie, a ģe dalġ² faktory (napŚ. internalizace, distribuce 

receptorŢ ļi bunŊļn§ biologie) mohou hr§t z§sadn² roli (Delcanale et al., 2023).  
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Zaj²mavou strategii, jak zvĨġit ¼ļinnost imunoterapie zamŊŚen® na osu PD-1/PD-L1 pomoc² PDT se 

zac²len²m na CD276 pŚedstavil Bao et al. AutoŚi pŚipravili fotoimunokonjug§t IRD-ŬCD276/Fab, kterĨ 

selektivnŊ c²l² jak na CD276-pozitivn² n§dorov® buŔky, tak na CD276-exprimuj²c² c®vn² syst®m n§doru, 

coģ jsou struktury minim§lnŊ pŚ²tomn® ve zdravĨch tk§n²ch. Tento konjug§t vykazoval vysokou 

produkci 1O2 a silnou akumulaci v n§dorech. PDT s IRD-ŬCD276/Fab vĨznamnŊ zpomalila rŢst 

prim§rn²ch 4T1 n§dorŢ (myġ² n§dory prsu), sn²ģila proliferaci bunŊk, potlaļila plicn² metast§zy a 

aktivovala protin§dorovou imunitu (maturace dendritickĨch bunŊk, zvĨġen² CD8  T-lymfocytŢ). PDT 

rovnŊģ zvĨġila expresi PD-L1 v n§doru, coģ bylo potvrzeno PET zobrazov§n²m, a t²m vytvoŚila pŚ²zniv® 

podm²nky pro synergii s pouģit²m inhibitorŢ PD-1/PD-L1. Kombinace CD276-c²len® PDT a anti-PD-L1 

terapie vedla k vĨraznŊ silnŊjġ²mu potlaļen² prim§rn²ch n§dorŢ i metast§z neģ jednotliv® modality. 

Studie tak ukazuje, ģe CD276-c²len§ PDT mŢģe remodelovat imunosupresivn² mikroprostŚed² n§doru a 

vĨraznŊ zlepġit ¼ļinnost checkpoint inhibitorŢ (Bao et al., 2019). Kaneko et al. (2022) pŚedstavil dalġ² 

pr§ci, kter§ se zamŊŚila na PDT kombinovanou s imunoterapi². NovĨ fotosenzitiz®r HS201, kterĨ c²lenŊ 

v§ģe Hsp90 (heat shock protein 90) a umoģŔuje selektivn² fotodynamickou terapii u agresivn²ch modelŢ 

karcinomu prsu (E0771, MM3MG-HER2, JC-HER3). AutoŚi uk§zali, ģe HS201 nejen pŚ²mo niļ² 

n§dorov® buŔky, ale tak® indukuje n§dorovŊ specifickou bunŊļnou imunitu, coģ vede k ļ§steļn®mu 

abskop§ln²mu efektu na vzd§lenou neozaŚovanou n§dorovou tk§Ŕ. Samotn§ PDT vġak vyvol§v§ jen 

omezenou syst®movou odpovŊŅ. Teprve kombinace HS201 s blokac² PD-L1 vĨraznŊ pos²lila aktivaci 

CD8  T-lymfocytŢ a sn²ģila jejich vyļerp§n², zvĨġila infiltraci do n§dorŢ a vedla k siln® syst®mov® 

protin§dorov® imunitŊ, k prodlouģen®mu pŚeģit² a k robustn²mu abskop§ln²mu efektu. RNA-sekvenace 

odhalila, ģe kombinace aktivuje kl²ļov® komunikaļn² dr§hy mezi makrof§gy a T-buŔkami (napŚ. 

CXCL/CXCR3, GITRL, NOTCH (Kaneko et al., 2022).  

 

 

 

  



 

102 

 

8 Z§vŊry 

¶ NejaktivnŊjġ²mi ftalocyaninovĨmi PS po oz§Śen² byly axi§lnŊ substituovan® SiPc a kationick® 

Pc s objemnĨmi perifern²mi substituenty. U analogŢ ftalocyaninŢ ï SubPc, byly ¼ļinnŊjġ² 

deriv§ty s -CE perifern²m substituentem, a Śad² se svou ¼ļinnost² na ¼roveŔ vĨġe zm²nŊnĨm 

nejaktivnŊjġ²m Si a Zn deriv§tŢm. Amfifiln² zineļnatĨ ABAC se uk§zal jako vhodnĨ kandid§t 

pro rŢzn® medicin§ln² aplikace. Byl ¼ļinnĨ na 2D n§dorovĨch, ale i 3D heterotypickĨch 

bunŊļnĨch modelech. Na 3D ekvivalentu dermis nevykazoval aktivitu. Vġechny testovan® PS 

vykazovaly zanedbatelnou toxicitu bez oz§Śen², coģ zlepġuje jejich bezpeļnostn² profil a 

vhodnost pro terapeutick® vyuģit². 

 

¶ VŊtġina n§mi studovanĨch PS byla lokalizov§na v endolyzozom§ln²m kompartmentu. U 

nŊkterĨch PS byla vĨjimeļnŊ potvrzena lokalizace v mitochondri²ch. U nŊkterĨch amfifiln²ch a 

kationickĨch deriv§tŢ byla nav²c pozorov§na vĨrazn§ lokalizace v bunŊļn® membr§nŊ. U 

vybranĨch SubPc byla pozorov§na postupnŊ rostouc² bunŊļn§ internalizace, ale s vĨraznĨmi 

rozd²ly v jejich koneļn®m mnoģstv² v buŔk§ch. PŚ²jem buŔkami nesymetrickĨch zineļnatĨch 

Pc obsahuj²c²ch ļtyŚi hydrofiln² substituenty byl o nŊkolik Ś§dŢ vyġġ² neģ u plnŊ hydrofiln²ch 

analogŢ. Komplexace Pc a BODIPY s CB[7] vedla ke sn²ģen®mu bunŊļn®mu pŚ²jmu kvŢli 

velikosti vzniklĨch komplexŢ.  

 

¶ BunŊļn§ smrt byla hodnocena u vybranĨch PS a u vġech byla potvrzena rychl§ indukce 

apopt·zy jako pŚevl§daj²c²ho typu bunŊļn® smrti. 

 

¶ Interakce Pc a BODIPY s CB[7] ¼ļinnŊ potlaļila agregaci ve vodn®m prostŚed² a zlepġila 

fotofyzik§ln² parametry. Navzdory zlepġenĨm vlastnostem vġak vedla komplexace s CB[7] u 

vŊtġiny Pc k poklesu fotodynamick® ¼ļinnosti, zpŢsoben®mu sn²ģenou bunŊļnou internalizac². 

U BODIPY deriv§tŢ naopak doġlo ke zvĨġen² fotodynamick® aktivity, i pŚes sn²ģenĨ bunŊļnĨ 

pŚ²jem. 

 

¶ EITC-atezolizumab po aktivaci svŊtlem (fotoimunoterapie) vyvol§v§ fotopoġkozen² v buŔk§ch 

karcinomu plic exprimuj²c²ch PD-L1. Atezolizumab nav§zanĨ na PD-L1 se internalizuje a 

n§slednŊ shlukuje s CD63+ organelami v buŔk§ch karcinomu plic. Anti-PD-L1-SAP 

imunotoxin v kombinaci s fimaporfinem eliminoval po fotochemick® internalizaci buŔky 

nemalobunŊļn®ho karcinomu plic exprimuj²c² PD-L1 v z§vislosti na m²Śe exprese PD-L1. 

Rozd²lnost v mnoģstv² PD-L1 v bunŊļnĨch lini²ch byla potvrzena fluorescenļn² mikroskopi², 

kde byly viditeln® rozd²ly v mnoģstv² a s²le intenzity fluorescence 
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¶ Byly vytvoŚeny 3D bunŊļn® model odvozen® od n§dorov® bunŊļn® linie HeLa, fibroblastŢ 

MRC-5 a endotelovĨch bunŊk HUVEC. Đļinnost studovanĨch PS byla v porovn§n² s 2D 

bunŊļnĨmi modely o jeden Ś§d niģġ², ale st§le bylo dosaģeno siln®ho PDT efektu 24 h po 

oz§Śen².  
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III. Enhanced photodynamic activity of asymmetric non-ionic Zn(II) phthalocyanine amphiphiles: 

Effect of molecular design on In vitro activity  

Nouf S. Al-Hamdan, Ali Hussain, Magdal®na Kozl²kov§, Mary Angelia Alfred, Miloslav 

Mach§ļek, Asaithampi Ganesan, Petr Zimļ²k, Saad Makhseed, Dyes and Pigments, 2024, IF2022 

4,454 ï Q1, AIS 0,509 ï Q1  

¶ Vyhodnocen² fototoxicity a toxicity bez pŚ²tomnosti svŊtla na bunŊļnĨch lini²ch 

HeLa, SK-MEL-28, MCF-7 a HUVEC 

¶ PŚ²prava vzorkŢ k analĨze mnoģstv² PS v buŔk§ch v z§vislosti na ļase 

¶ PŚ²prava vzorkŢ na analĨzu lokalizace PS v bunŊļnĨch lini²ch  

¶ Vyhodnocen² a zpracov§n² dat 

¶ Pod²len² se na seps§n² manuskriptu ï metodika biologick® ļ§sti 

 

 

IV. BODIPY-cucurbituril complexes: supramolecular approach toward improvement of 

photodynamic activity 

JiŚ² Demuth*, Rahul Kaushik*, Magdal®na Kozl²kov§*, Carola Rando, Miloslav Mach§ļek, 

Veronika Nov§kov§, Vladim²r Ġindel§Ś, Petr Zimļ²k, 2024, Materials Advances, IF2022 4,977 ï 

Q1, AIS 0,850 ï Q1; *sd²len® prvoautorstv² 

¶ Stanoven² fototoxicity a toxicity bez pŚ²tomnosti svŊtla na bunŊļnĨch lini²ch HeLa 

¶ PŚ²prava vzorkŢ k analĨze mnoģstv² PS v buŔk§ch v z§vislosti na ļase 

¶ PŚ²prava vzorkŢ na analĨzu subcelul§rn² lokalizace PS v bunŊļnĨch lini²ch  

¶ Vyhodnocen² a zpracov§n² dat 

¶ Pod²len² se na seps§n² manuskriptu ï metodika biologick® ļ§sti 

 

 

V. PD-L1 Expression and Intracellular Trafficking of PD-L1 Influence Photodynamic Therapy 

Efficacy with EITC-atezolizumab 

Manuela Maria Alampi, Magdal®na Kozl²kov§, Matteo Mariangeli, Simone Civita, Pietro 

Delcanale, Andrea Mussini, Alberto Diaspro, Paolo Bianchini, Anette Weyergang, Kristian 

Berg, Cristiano Viappiani, Stefania Abbruzzetti and P¬l Kristian Selbo, 2025, Biomedicine & 

Pharmacotherapy, IF2025 7,5 ï Q1, AIS 1,325 ï Q1  

¶ PŚ²prava vzorkŢ pro prŢtokovou cytometrii 

¶ PCI s geloninem 

¶ Pod²len² se na seps§n² manuskriptu ï metodick§ ļ§st  

https://www.sciencedirect.com/journal/biomedicine-and-pharmacotherapy
https://www.sciencedirect.com/journal/biomedicine-and-pharmacotherapy
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VI. Identifying Structural Factors Governing the Photodynamic Activity of Phthalocyanines 

Kozlikova, Magdalena*; Alfred, Mary Angelia*; Machacek, Miloslav*; Dumoulin, Fabienne; 

de la Escosura, Andres; Goslinski, Tomasz; Halaskova, Marie; Huang, Jian-Dong; Ke, Mei-

Rong; Makhseed, Saad; Mlynarczyk, Dariusz; Ng, Dennis; Torres, Tom§s; Wong, Roy; Zimcik, 

Petr; Novakova, Veronik, Journal of Medicinal Chemistry, 2026, IF2025 6,8 ï Q1 D1, AIS 1,585 

ï Q1 D1; *sd²len® prvoautorstv² 

¶ Stanoven² fototoxicity a toxicity bez pŚ²tomnosti svŊtla na bunŊļnĨch lini²ch HeLa, SK-

MEL-28, MCF-7 

¶ PŚ²prava vzorkŢ na analĨzu subcelul§rn² lokalizace PS v bunŊļnĨch lini²ch  

¶ Vyhodnocen² a zpracov§n² dat 

¶ Pod²len² se na pŚ²pravŊ manuskriptu ï metodika biologick® ļ§sti 

 

 

VII. Photochemical Enhancement of PD-L1-SAP Immunotoxin Efficacy in Non-Small Cell Lung 

Cancer cell lines 

Magdal®na Kozl²kov§, Inger Kristine Fjeldskaar Aukrust, Monika Rohl²ļkov§, Miloslav 

Mach§ļek, Kristian Berg, Anette Weyergang, P¬l Kristian Selbo, Frontiers in Immunology, 

2026, IF2025 5,9 ï Q1, AIS 1,666 ï Q1 

¶ Stanoven² fototoxicity fimaporfinu na H1975 a A549 bunŊļnĨch lini²ch 

¶ PCI s anti-PD-L1-SAP a nec²lenĨm toxinem BIgG-SAP na H1975 a A549 bunŊļnĨch 

li²ch 

¶ PŚ²prava vzorkŢ na sledov§n² intracelul§rn² lokalizace anti-PD-L1-AlexaFluor647 pro 

konfok§ln² fluorescenļn² mikroskopii 

¶ Pod²len² se na pŚ²pravŊ vzorkŢ pro prŢtokovou cytometrii 

¶ AnalĨza a vyhodnocen² veġkerĨch dat 

¶ Seps§n² cel®ho manuskriptu, revize manuskriptu 
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VIII. Amphiphilic ABAC Phthalocyanines via [3+1] Mixed Cyclization and evaluation of potential 

biomedical applications 

Jibin Alex Abraham*, Monika Rohlickova*, Magdalena Kozlikova, Pavlina Vavrova, Klara 

Konecna, , Petr Zimcik, Miloslav Machacek, Veronika Novakova, manuscript v pokroļil® f§zi 

pŚ²pravy; *sd²len® prvoautorstv² 

¶ Pod²len² se na stanoven² fototoxicity 

¶ PŚ²prava vzorkŢ na analĨzu subcelul§rn² lokalizace  

¶ Tvorba 3D heterotypick®ho sf®roidn²ho modelu a jeho n§sledn® vyuģit² pro stanoven² 

¼ļinnosti fotosensitiz®ru  

¶ Zaveden² a optimalizace 3D modelu derm§ln²ho ekvivalentu a jeho vyuģit² pro 

stanoven² bezpeļnosti pouģit² fotosensitiz®ru v antimikrobi§ln² fotodynamick® terapii 

¶ Pod²l na analĨze a vyhodnocen² z²skanĨch dat 

¶ Pod²len² se na seps§n² manuskriptu ï metodick§ ļ§st 
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10 Dalġ² vŊdeck® vĨstupy 

10.1 Publikace nesouvisej²c² pŚ²mo s disertaļn² prac² 

I. Amphiphilic phthalocyanines as a tool for a light-triggerd drug release from liposomes   

Michaela Kol§Śov§, Lucia Koļiġļ§kov§, Jan Koll§r, Magdal®na Kozl²kov§, Marie Halaġkov§, 

Monika Rohl²ļkov§, Filip KostelanskĨ, Miroslav Milet²n, Veronika Nov§kov§, Miloslav 

Mach§ļek, Petr Zimļ²k, under revision in Journal of Materials Chemistry B. 2023, IF 5,2 Q2, 

AIS 0,921 Q2 

 

II. The role of dialdehyde kefiran as a crosslinking agent in chitosan/kefiran-based materials with 

ñHenolaò extracts: a biocompatible strategy in wound care   

Dorota Chelminiak-Dudkiewicz, Miloslav Machacek, Jolanta Dlugaszewska, Kinga Mylkie, 

Aleksander Smolarkiewicz-Wyczachowski, Magdalena Kozlikova, Sebastian Druzynski, 

Rafal Krygier and Marta Ziegler-Borowska, Materials Advances, 2025, IF 4,2 Q2, AIS 0,864 

Q2 

 

10.2 Mezin§rodn² vŊdeck§ st§ģ 

1/2024ï6/2024 Oslo University Hospital, VŊdeck§ skupina Dr. Kristiana Berga, pod veden²m Dr. P¬la 

Selba: Fotochemick§ internalizace  
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10.3 Đļast na vŊdeckĨch konferenc²ch 

10.3.1 PŚedn§ġky 

Kozl²kov§ M., Brieslingerov§ L., Mach§ļek M., Are multicellular spheroids a suitable tool for 

photodynamic thereapy research? 2023, 13th Postgraduate and Postdoc Conference, Hradec Kr§lov®, 

Ļesk§ republika 

Kozl²kov§ M., Alampi, M., M., Selbo, P., Mach§ļek, M., Elimination of PD-L1+ lung cancer cells using 

photochemical internalization, 2025, 15th Postgraduate and Postdoc Conference, Hradec Kr§lov®, Ļesk§ 

republika 

 

10.3.2 Posterov® pŚ²spŊvky 

Kozl²kov§ M., Brieslingerov§ L., Nov§kova V., Machacek M., Photodynamic therapy with water-

soluble phthalocyanines and their efficacy against 3D tumor multicellular spheroids, 2022, International 

Conference on Porphyrins and Phthalocyanines ï ICPP 12 Madrid, ĠpanŊlsko  

Kozl²kov§ M., Kociscakova L., Zimļ²k P., Machacek M., Supramolecular Interaction of 

Phthalocyanines and BODIPY and Their In Vitro Biological Evaluation, 2022, New trends in Polish and 

global pharmacy: Science, business, and modern education in Poznan, Polsko   

Kozl²kov§ M., Rohl²ļkov§ M., Daniļov§ D., Vlkov§ K., Nov§kov§ V., Zimļ²k P., Mach§ļek M. 

Photochemical internalization mediated by amphiphilic phthalocyanine photosensitizers, 2024, 

International Conference on Porphyrins and Phthalocyanines ï ICPP 13 Niagara Falls and Buffalo, NY, 

USA  

Kozl²kov§ M., Mach§ļek M., 2D and 3D tumor models: Application to determine the photodynamic 

activity of the original phthalocyanines, 2025, XVII Copernican Seminar of Doctoral Students, ToruŔ, 

Polsko  

Kozl²kov§ M., Mach§ļek M., 2D and 3D heterotypic tumor models: What will be the difference in 

efficacy of photodynamic therapy with phthalocyanine derivatives? 2025, 21st Congress of the 

European Society for Photobiology, Bari, It§lie  

Kozl²kov§ M., Mach§ļek M., Hlboļanov§ I., V§vrov§ P., Koneļn§ K., Use of novel (aza) 

phthalocyanines to eliminate ESKAPE pathogens and study their safety on 3D dermis equivalence 

models, 2026, International Conference on Porphyrins and Phthalocyanines ï ICPP 14  Kj·to, Japonsko 
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10.4 VĨukov§ ļinnost 

 

VĨuka praktickĨch cviļen² z Obecn® biochemie (od roku 2021) 

VĨuka praktickĨch cviļen² z Molekul§rn² biologie (od roku 2021) 

 

Konzultaļn² ļinnost pregradu§ln²ch studentŢ: 

Ad®la Hery§nov§ ï bakal§Śsk§ pr§ce (student ukonļil studium bez dokonļen² pr§ce) 

Lucie Sazovsk§ ï bakal§Śsk§ pr§ce ï Supramolekul§rn² interakce ftalocyaninŢ s kukurbiturily pro 

zvĨġen² fotodynamick®ho ¼ļinku ï in vitro studie (student ukonļil studium bez dokonļen² pr§ce) 

Bc. Ingrid Hlboļanov§ ï diplomov§ pr§ce: Perif®rne substituovan® subftalocyan²ny pre fotodynamick¼ 

terapiu s axi§lne viazanĨm benzocrownom alebo metylesterom tyroz²nu (obh§jeno 2023) 

Dominika Daniļov§ ï bakal§Śsk§ pr§ce: Fotochemick§ internalizace amfifiln²mi ftalocyaninovĨmi 

fotosensitiz®ry a srovn§n² jejich ¼ļinnosti s AlPcS2 a TPPS2a (obh§jeno 2023) 

Bc. Dominika Daniļov§ ï diplomov§ pr§ce: Stanoven² kombinaļn²ch indexŢ fotochemick® 

internalizace saporinu (light-after pŚ²stup) (obh§jeno 2025) 

Terezie Rubkov§ ï bakal§Śsk§ pr§ce: Supramolekul§rn² interakce zineļnatĨch ftalocyaninŢ s 

kukurbiturily pro zvĨġen² fotodynamick®ho ¼ļinku (obh§jeno 2023)  

Bc. Terezie Rubkov§ ï diplomov§ pr§ce: Stanoven² kombinaļn²ch indexŢ fotochemick® internalizace 

saporinu (light-before pŚ²stup) (obh§jeno 2025)  

Viktorie Fikrov§ ï bakal§Śsk§ pr§ce: 3D heterotypick® mnohobunŊļn® n§dorov® modely pro 

experiment§ln² in vitro studium fotodynamick® terapie (obh§jeno 2025)  

Simona Bujaļkov§ ï diplomov§ pr§ce: N§vrh a vĨvoj 2D a 3D heterotypickĨch bunŊļnĨch platforem 

s vyuģit²m bunŊļnĨch lini² HUVEC a CT26 pro hodnocen² protin§dorov® odpovŊdi na fotodynamickou 

terapii (prob²h§) 
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10.5 Grantov® projekty 

10.5.1 Hlavn² Śeġitelka 

¶ 2024-2025 Grantov§ agentura Univerzity Karlovy ļ. projektu 157524, VĨvoj 3D 

heterotypickĨch n§dorovĨch modelŢ pro studium fotodynamick® terapie  

10.5.2 Ļlenka Śeġitelsk®ho kolektivu 

¶ Grantov§ sch®mata na UK ï program START (START/MED/079) - reg. no. 

CZ.02.2.69/0.0/0.0/19_073/0016935, ñLight triggered drug release from liposomesò (2021-

2023)  

¶ Grantov§ agentura Ļesk® republiky projekt ļ. 21-14919J ñNon-metal complexes of 

porphyrazinoids for design of novel perspective photosensitizers and fluorescence sensorsò 

(2021-2023)  

¶ Ministerstvo ġkolstv², ml§deģe a tŊlovĨchovy, program ERC-CZ, project ļ. LL2318 ñSmart 

Photosenzitizers: Highly-Effective, Activatable and Aptamer-Targetedò (2024-2025)  

¶ Grantov§ agentura Univerzity Karlovy: GAUK no. 1312220 a 157524 

¶ Agentura pro zdravotnickĨ vĨzkum, AZV NW24J-05-00016 (May 2024 - 2027), 

ñEmployment of photosensitizer-based therapy to combat notorious multi-drug resistant 

bacterial deliquents from the group ESKAPE responsible for skin and wound infections.ò 

¶ Grantov§ agentura Ļesk® republiky & Narodowe Centrum Nauki (Poland); international project 

(Lead Agency) GAĻR 26-22222K (2026 - 2028), ñPhotoactive, supramolecular, and 

biocompatible materials suitable for antimicrobial photodynamic therapy.ò  
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11 Seznam zkratek 

1O singletový kyslík 

AIF faktor indukující apoptózu 

ALA  5-aminolevulová kyselina 

AMD vŊkem podm²nŊn§ makul§rn² degenerace 

Apaf apoptotickĨ prote§zovĨ aktivaļn² faktor 

ASC protein spojený s aktivací inflammasomu 

ASCs adultní kmenov® buŔky 

ATG geny související s autofagií 

ATG9 protein autofagie ATG9 

AzaPc azafatalocyanin 

Bad proapoptotický protein Bad 

Bax proapoptotický protein Bax 

Bcl-2 antiapoptotický protein Bcl-2 

Bcl-XL antiapoptotický protein Bcl-XL 

BH3 dom®na BH3 proteinŢ rodiny Bcl-2 

Bid proapoptotický protein Bid 

Bik proapoptotický protein Bik 

Bim proapoptotický protein Bim 

BODIPY boron-dipyrromethenový fluorofor 

BSA hovŊz² s®rovĨ albumin 

CAFs fibroblasty asociované s nádorem 

CB[7] kukurbit[7]uril 

CD4+ T-lymfocyty CD4+ 

CD8+ T-lymfocyty CD8+ 

CD20 povrchový marker B-lymfocytŢ 

CD22 povrchový antigen B-bunŊk 

CD25 IL-2 receptor alfa 

CD44 adhezní receptor CD44 

CD133 kmenový marker CD133 

CEA karcinoembryonální antigen 

CE benzokorunový substituent 

CNV choroidální neovaskularizace 

CTLA-4 cytotoxický T-lymfocytární antigen 4 

DAMPs molekul§rn² vzory spojen® s poġkozen²m 

DFCP1 protein DFCP1 (marker omegasomŢ) 

DLI  interval mezi pod§n²m l®ļiva a oz§Śen²m 

DMF dimethylformamid 

DMSO dimethylsulfoxid 

DISC komplex indukuj²c² bunŊļnou smrt 

DR4/DR5 receptory smrti  

EC50 stŚedn² efektivn² koncentrace 
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ECM extracelulární matrix 

EGFR receptor epiderm§ln²ho rŢstov®ho faktoru 

EITC eosin-5-isothiokyanát 

ER endoplazmatické retikulum 

ESCs embryonální kmenov® buŔky 

FADD adaptorový protein asociovaný s Fas receptorem 

Fas  receptor smrti 

FAK fokální adhezní kináza 

FLIP inhibitor kaspázy-8 

GABARAP protein asociovaný s GABA receptorem 

GIT gastrointestinální trakt 

Glu glukózový substituent 

HEMA 2-hydroxyethylmethakrylát 

HIF hypoxií indukovatelný faktor 

HPV lidský papilomavirus 

Hsp70 heat-shock proteiny 

HTRA2 serinová proteáza HTRA2 

IAP inhibitory apoptózy 

IC poloviļn² inhibiļn² koncentrace 

IL-1ɓ, IL-18 interleukiny 

IR700 fluorofor IRDye 700DX 

IT imunotoxin 

iPSCs indukovan® pluripotentn² kmenov® buŔky 

Lamp2A lyzozomální membránový protein 2A 

LC3 protein spojený s autofagozomy 

LED svŊtlo emituj²c² dioda 

LIR LC3-interakļn² dom®na 

MALA  methyl-aminolevulinát 

Mal maltózový substituent 

MC mitotická smrt 

MDA-MB-231 trojn§sobnŊ negativn² bunŊļn§ linie karcinomu prsu 

Mcl-1 antiapoptotický protein Mcl-1 

MDSCs myeloidn² supresorov® buŔky 

MFI medián intenzity fluorescence 

MIF faktor inhibuj²c² migraci makrof§gŢ 

MLKL  protein MLKL (kl²ļovĨ pro nekropt·zu) 

MOMP permeabilizace vnŊjġ² mitochondri§ln² membr§ny 

mAb monoklonální protilátka 

mTOR kin§za reguluj²c² bunŊļnĨ rŢst a autofagii 

NF-əB transkripļn² faktor NF-kappaB 

NIR-PIT fotoimunoterapie v bl²zk® infraļerven® oblasti 

NOXA proapoptotický protein NOXA 

NSCLC nemalobunŊļnĨ karcinom plic 

PAMPs molekulární vzory spojené s patogeny 

PARP1 poly(ADP-ribóza) polymeráza 1 
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PBS fosfátový pufr 

Pc ftalocyanin 

PD-L1 ligand programovan® bunŊļn® smrti 1 

PEG polyethylenglykol 

PI3KC3 fosfatidylinositol-3-kin§zovĨ komplex tŚ²dy III 

PI3P fosfatidylinositol-3-fosfát 

PIT fotoimunoterapie 

PpIX protoporfyrin IX 

PS fotosensitizér 

PUMA proapoptotický protein PUMA 

RGD Arg-Gly-Asp adhezní motiv 

RIPK1/3 kinázy regulující apoptózu a nekroptózu 

ROS reaktivní formy kyslíku 

rRNA ribozomální RNA 

SMAC/DIABLO mitochondriální aktivátor kaspáz 

SubPc subftalocyanin 

TAMs makrofágy asociované s nádorem 

TC50 stŚedn² toxick§ koncentrace 

TBD to be determined (bude urļeno) 

TECs n§dorov® endotelov® buŔky 

TME n§dorov® mikroprostŚed² 

TNBC trojn§sobnŊ negativn² karcinom prsu 

TNF-Ŭ tumor nekrotizující faktor alfa 

TNFR1/2 receptory pro TNF 

TRADD adaptorový protein receptoru TNF 

TRAIL  ligand indukující apoptózu 

Tyr tyrosinový substituent 

ULK1 kináza ULK1 (zahajuje autofagii) 

UV-Vis UV-viditelná spektroskopie 

VEGF vaskul§rn² endoteli§ln² rŢstovĨ faktor 

VTP vaskul§rnŊ c²len§ fotodynamick§ terapie 

WIPI2 protein interagující s fosfoinositidy 

WST11 fotosenzitizér padeliporfín 

XIAP X-vázaný inhibitor apoptózy 

ūT kvantovĨ vĨtŊģek excitovan®ho tripletov®ho stavu 

ūȹ kvantovĨ vĨtŊģek singletov®ho kysl²ku 

ŰT doba ģivota excitovan®ho tripletov®ho stavu 
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